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1. Wstęp, cel pracy i hipotezy badawcze 
 
 Przetrwanie każdego gatunku od wieków uzależnione było od skutecznego procesu 
reprodukcji, który gwarantował pojawienie się na świecie potomka, a tym samym zapewniał 
przedłużenie linii rodu oraz utrzymanie określonej puli genowej i nie dopuszczenie do jej 
wymarcia. Proces powstawania nowego życia uzależniony jest od czynników 
środowiskowych, stanu fizjologicznego osobników, jak również od czynników genetycznych, 
gdyż prawidłowy zapis genetyczny jest gwarancją pozwalającą na uniknięcie wszelkich 
nieprawidłowości w procesie powstawania komórek rozrodczych. Niestety, pojawienie się 
jakichkolwiek anomalii w materiale genetycznym rodziców może doprowadzić do eliminacji 
embrionów we wczesnych etapach ciąży, czego wynikiem jest zredukowana liczba 
potomstwa lub jego całkowity brak. Zdolność osobnika do reprodukcji jest jedną z licznych 
cech, które zostają przekazane nam w genach przez naszych przodków. Reprodukcja jest to 
zdolność organizmu do tworzenia organizmów potomnych. Proces może mieć charakter 
płciowy, polegający na produkcji wyspecjalizowanych komórek, gamet żeńskich i męskich, 
które po połączeniu tworzą zygotę lub bezpłciowy, polegający na oddzieleniu się części 
organizmu, która daje początek nowego organizmu (Rosłanowski, 1996). 
 Intensywny wzrost populacji ludzi na świecie wymusił na badaczach i naukowcach 
zajmujących się produkcją zwierzęcą (jak również i roślinną) zwiększenie wysiłków w celu 
intensyfikacji hodowli, która zapewni dostarczenie na rynek wystarczającej ilości produktów, 
a tym samym zagwarantuje konsumentowi szeroki wachlarz ofert i zaspokojenie głodu. 
Jednym z czynników związanych z intensyfikacją produkcji jest tematyka rozrodu oraz jej 
problemy. Obecnie każdy producent pragnie osiągnąć jak najlepsze wyniki w efektywności 
reprodukcji, gdyż pod względem udziałów w kosztach produkcji, zagadnienie to zajmuje 
drugie miejsce (zaraz po kosztach związanych z żywieniem). Ponadto jest procesem 
pochłaniającym czas, a także wymagającym od hodowcy wiedzy, jak i rozważnych i dobrze 
przemyślanych decyzji. W związku z występującymi w ostatnich latach problemami  
z rozrodem naukowcy postanowili podjąć próbę zbadania przyczyn tego stanu rzeczy. 
 Rutynowa ocena plemników zwierząt gospodarskich polega na wykrywaniu ich 
nieprawidłowości morfologicznych. Większość wad plemnika ograniczających ich możliwość 
do zapłodnienia jest jednak skutkiem nieprawidłowości spermatogenezy. Są to więc zmiany  
o charakterze molekularnym, cytogenetycznym i epigenetycznym, związane z nieprawidłową 
organizacją chromatyny. Zmiany epigenetyczne, takie jak modyfikacje histonów i metylacja 
DNA są ściśle związane z organizacją chromatyny plemnika i ekspresją genów ojcowskich 
podczas embriogenezy. W tym nurcie główną rolę odgrywa protaminacja. Podczas 
spermiogenezy chromatyna plemnika podlega radykalnym zmianom, od stosunkowo 
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zdekondensowanej formy histonowej do wyjątkowo skondensowanej konformacji 
zdeterminowanej przez protaminy. Ocena upakowania chromatyny w plemniku jest nie tylko 
wskaźnikiem prawidłowości spermatogenezy, ale także prawidłowości ojcowskiego genomu  
i epigenomu.   
 Znaczenie podstawowych białek stabilizujących strukturę DNA plemnika szczególnie 
doceniono w ostatnich latach. Zastosowanie metod cytochemicznych umożliwia określenie 
zmiany charakteru białek histonopodobnych, obecnych w spermatydach, w stabilne białka 
protaminowe plemników. W niektórych przypadkach niepłodności, bezpośrednią przyczyną 
są zaburzenia procesu przekształcania się białek w czasie spermiogenezy, wyższy lub niższy 
poziom DNA. Ponadto zakłócenia struktury nukleoproteinowej mogą być traktowane, jako 
wyznaczniki wartości biologicznej plemników. 
 Morfologia i morfometria plemników jest ważnym parametrem w przewidywaniu 
płodności. Plemniki uważane są za prawidłowe, jeżeli mieszczą się w klasyfikacji dla 
konkretnego gatunku, obejmującej kształt i wielkość główki, wstawki i witki. W praktyce 
laboratoryjnej do prognozowania płodności samców stosuje się różne metody barwienia 
preparatów do oceny morfologii plemników. Dokładność oceny plemników zależy od 
staranności przygotowania preparatów, utrwalania i barwienia plemników, ponieważ ma to 
wpływ na morfometrię główki i całego plemnika. Fakt ten podnosi rangę wyboru techniki 
barwienia preparatu, ponieważ stosowana metoda powinna jak najmniej ingerować  
w barwione komórki jednocześnie pokazując wyraźne granice główki i pozostałych 
elementów budowy plemnika w celu dokładnej identyfikacji każdej z tych części.  
 Wykorzystanie różnych technik barwienia w odniesieniu do określonego materiału lub 
typu analiz może wpłynąć na wynik liczby prawidłowych morfologicznie plemników  
i powodować rozbieżności dotyczące ich wymiarów, co może stanowić zasadniczy problem. 
W takich okolicznościach badany samiec może być sklasyfikowany jako osobnik  
z prawidłową morfologią plemników według jednego laboratorium i z zaburzeniami według 
innego. Jest to szczególnym utrudnieniem dla lekarzy i weterynarzy porównujących wyniki 
analizy nasienia pochodzące z laboratoriów, które wykonują analizę różnymi technikami. Te 
czasami niewielkie różnice w ocenie barwienia są szczególnie problematyczne przy ocenie 
zaburzeń płodności w przypadkach, w których wartości parametrów morfologii wahają się 
w obrębie wartości referencyjnych. Duże znaczenie ma również dobór odpowiedniej techniki 
barwienia nasienia do gatunku zwierząt, gdyż jak wskazują badania wielu autorów, niektóre 
metody sprawdzają się w przypadku konkretnego gatunku, lecz nie nadają się do analizy 
innego. 
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 Celem badań była ocena struktury chromatyny plemników oraz ocena wpływu 
zastosowanej techniki barwienia w ocenie parametrów morfologicznych  
i morfometrycznych plemników knurów inseminacyjnych. 
 
Hipotezy badawcze: 
H1: czy wiek knura wpływa na strukturę chromatyny plemnika i fragmentację plemnikowego 
DNA? 
H2: czy zastosowana technika barwienia plemników wpływa na ich parametry 
morfometryczne? 
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2. Przegląd piśmiennictwa 
 
 Rozwój technologii mikroskopowej i metodologii badań in vivo, jaki dokonał się  
w ciągu ostatnich kilkunastu lat spowodował istotny postęp w poznawaniu wewnątrzjądrowej 
organizacji genomu w komórce somatycznej, w stadium interfazy. Wykazano, że w tak 
dynamicznej i aktywnej funkcjonalnie strukturze, jaką jest interfazowe jądro komórki 
somatycznej, chromosomy zajmują określone obszary nazywane CT (terytorium chromosomu 
- CT - ang. chromosome territory), a wewnątrzjądrowa architektura odgrywa integralną rolę  
w utrzymaniu i regulacji funkcji genomu. Jedną z najbardziej fascynujących i intrygujących 
właściwości jądra komórki diploidalnej jest zdolność przemiany w haploidalne jądro 
plemnika (Claussen, 2005; Dehghani i wsp., 2005; Foster i Bridger, 2005). 
 Obecnie wiemy już bardzo dużo na temat męskich komórek płciowych, jednak proces 
odkrywania mechanizmu ich powstawania i znaczenia ma bardzo długą historię. Żyjący w III 
wieku przed nasza erą Arystoteles uważał, że męskie nasienie, zawiera zaczątki ludzkich 
organizmów. Wówczas sądzono, iż w spermie znajdują się mikroskopijne postacie ludzkie. 
Arystoteles nie wiedział jednak o istnieniu gamet męskich zwanych później plemnikami. 
Odkrycia tego dokonał w 1678 roku Anton van Leeuwenhoek. Początkowo uważał on, że 
plemniki to pasożyty żyjące w spermie, jednak po zapoznaniu się z „sugestiami” Arystotelesa, 
zarówno on jak i Nicolas Hartsoeker przyjęli, iż w każdym plemniku znajduje się zaczątek 
ludzkiego organizmu w formie mikroskopijnej postaci ludzkiej. Postać ta miała znajdować się 
w główce plemnika (rycina 1).  
 
Rycina 1. Homonculus - człowiek ze spermy ludzkiej narysowany przez Nicolasa 
Hartsoekera w 1694  roku (a); Mikroskopijna postać człowieka ze spermy 
ludzkiej narysowane i odpowiednio nazwane spermatoidami przez Antona van 
Leeuwenhoeka w 1677 roku (b). 
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 Pogląd ten jednak nie przyjął się w ówczesnym świecie, gdyż filozoficzne podejście do 
osoby ludzkiej nie pozwalało sądzić, iż natura mogłaby pozwolić na takie marnotrawienie 
potencjalnie zdolnych do życia zaczątków ludzkich. Teza o pasożytniczym charakterze 
plemników przetrwała do roku 1840 roku kiedy to Kolliker prześledził proces rozwoju 
plemników w kanalikach nasiennych. Jednak nadal uważano, iż plemniki mają znikomą 
funkcję w powstawaniu nowych zarodków, przypisywano im wówczas funkcje induktora 
komórki jajowej. Dopiero w 1876 roku Oscar Herwing dostrzegł pod mikroskopem jak 
plemnik jeżowca wnika do jaja i zaobserwował jak łączą się ich jądra komórkowe. Było to 
przełomowe odkrycie i od tego momentu zaczęto przypisywać plemnikom właściwe funkcje 
(Rodkiewicz, 1998; Strzeżek, 1998). 
 W roku 1880 ten sam Oscar Herwing, jako pierwszy opisał proces spermatogenezy. 
Pracował on na jądrach glisty ludzkiej, które ze względu na swoją budowę były idealnym jak 
na tamte czasy materiałem badawczym. Plemniki z reguły są uważane za „doręczycieli”, 
których jedyną funkcją jest dostarczenie zygocie genomu ojcowskiego. Pogląd ten wynika  
z obserwacji, że w główce plemnika znajduje się duże jądro komórkowe, a cytoplazmatyczna 
część komórki jest zredukowana i nie wykazuje funkcji metabolicznych, typowych dla 
komórek somatycznych. W ostatnich kilku latach, ze względu na odkrycie w plemniku RNA  
i białek, pogląd ten ewoluuje i obecnie przeważa opinia, że plemnik jest również nośnikiem 
cząsteczek krytycznych dla wczesnego rozwoju embrionu (Ainsworth, 2005). 
 Plemnik jest przykładem jednego z najbardziej zróżnicowanych typów komórek, 
a chromatyna haploidalnego genomu plemnika różni się w istotny sposób od komórki 
somatycznej składem chemicznym, strukturą i funkcją. Jądro plemnika ssaka stanowi tylko 
5% objętości jądra diploidalnej komórki somatycznej (Ward i Ward, 2004). Przemiana ta jest 
przede wszystkim wynikiem zastąpienia histonów przez protaminy, w konsekwencji czego 
DNA w chromatynie plemnika nie jest superhelikalnie skręcone. Po fuzji plemnika  
z komórką jajową (a właściwie z oocytem), przed pierwszym podziałem mitotycznym zygoty, 
zachodzi proces odwrotny. Zatem związek między konformacją chromatyny typu 
somatycznego i konformacją plemnikową wyraża się zdolnością do dwukierunkowej 
przemiany obu strukturalnych typów chromatyny. Nie jest całkowicie wyjaśnione, czemu ma 
służyć tak radykalna zmiana konformacji i w rezultacie swoista budowa chromatyny 
plemnika (Zalenskaya i Zalensky, 2004; Mudrak i wsp., 2005). Sugeruje się, że swoista 
budowa chromatyny plemnika umożliwia spełnienie funkcji, jaką plemniki odgrywają  
w procesie zapłodnienia:  
 transport i ochrona ojcowskiej informacji genetycznej podczas przejścia przez żeńskie 
drogi rozrodcze, a następnie przez osłonkę przejrzystą  komórki jajowej,  
 zabezpieczenie chromatyny plemnika przed uszkodzeniami fizyko-chemicznymi. 
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 Nie można jednak wykluczyć alternatywnej, wielce intrygującej możliwości, że przemiana 
chromatyny typu somatycznego na typ plemnikowy może również służyć takiemu 
przeprogramowaniu genomu, który zapewnia odpowiednim genom z chromosomów 
ojcowskich ekspresję na najwcześniejszych etapach embriogenezy. Trzeba podkreślić, że  
w przeciwieństwie do jądra komórki somatycznej, którego funkcje są lepiej poznane,  
w wypadku plemników zależności między organizacją chromatyny a funkcją plemnika są 
znacznie słabiej wyjaśnione, a odkrywanie tajemnic wewnątrzjądrowej architektury plemnika 
jest dopiero w trakcie badań. Ostatnie lata wykazały, że architektura jądra plemnika jest 
swoista i dobrze określona, natomiast jej znaczenie wciąż pozostaje do wyjaśnienia. Wydaje 
się to istotne, szczególnie w kontekście hipotezy, że w jądrze somatycznej komórki 
diploidalnej architektura wewnątrzjądrowa jest jedną z integralnych części epigenetycznych 
mechanizmów przestrzennych (Cremer i wsp., 2004; Claussen, 2005). 
 
2.1. Budowa plemnika 
 
 Jak wykazały badania i doświadczenia, z pojęciem reprodukcji związane są pojęcia 
nasienia (jego jakość), jak również definicja plemnika (jego prawidłowa budowa). Nasieniem 
określana jest wydzielina samczych gruczołów płciowych (plemniki) oraz dodatkowych 
gruczołów płciowych (plazma). Natomiast plemniki wszystkich gatunków ssaków cechują się 
wysoką specjalizacją morfologiczną, która pozwala na przeniesienie haploidalnej informacji 
genetycznej „do” i „przez” drogi rozrodcze samicy w celu połączenia swojego materiału  
z materiałem genetycznym oocytu. Jest to dojrzała komórka płciowa samcza, która jest 
wytwarzana w gruczołach płciowych (jądrach) w procesie spermatogenezy i stanowiąca 
zasadniczy skład nasienia (Rosłanowski, 1996; Ainsworth, 2005). 
 Plemnik zbudowany jest z główki i witki. Kształt główki i długość witki są 
charakterystyczne dla gatunku. Mikroskop świetlny umożliwia zidentyfikowanie  
w plemnikach ssaków główki z akrosomem na przedzie, wstawki i głównej części witki 
(Bielańska-Osuchowska i Sysa, 1998; Strzeżek, 1998; Sutovsky i Manandhar, 2006; 
Veeramachaneni i wsp., 2006; Ramalho-Santos i wsp., 2007; Andraszek i Smalec, 2011).  
W główce plemnika zlokalizowane jest jądro komórkowe o bardzo zagęszczonej chromatynie, 
z otoczką jądrową pozbawioną porów, przechodzącą na „biegunie” dystalnym w okrężny fałd 
zwany zbywającą otoczką jądrową. Fałd ten otacza centriole zlokalizowane przy jądrze 
komórkowym. Przednią część główki stanowi akrosom w formie czapeczki nałożonej na 
jądro komórkowe, przylegającej do otoczki jądrowej, z wyjątkiem najbardziej przedniej 
części jądra, gdzie znajduje się substancja podakrosomowa. U gryzoni substancja ta znacznie 
uwypukla się w formie kolca zwanego przebijaczem. Tylna część jądra komórkowego 
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plemnika jest otoczona tzw. czapeczką tylną główki. Na jej styku z akrosomem uwypukla się 
pierścień zwany segmentem równikowym. Witka plemnika połączona jest z główką centriolą 
umieszczoną w zagłębieniu implantacyjnym jądra komórkowego. Środkiem witki biegnie 
włókno osiowe, złożone z mikrotubul o układzie charakterystycznym dla rzęsek i witek,  
a mianowicie dwie w środku, otoczone przez 9 podwójnych mikrotubul. Te ostatnie 
połączone są z grubymi włóknami obwodowymi, gęstymi w obrazie mikroskopu 
elektronowego. Grube włókna obwodowe biegną wzdłuż długiej osi witki i łączą się  
z otoczką włóknistą otaczającą włókno osiowe. Otoczka włóknista przylega do błony 
komórkowej. W obrębie wstawki włókno osiowe otoczone jest spiralą mitochondrialną 
(Bielańska-Osuchowska i Sysa, 1998). Budowę plemnika, z zaznaczeniem jego struktur 
przedstawiono na rycinie 2. 
 
Rycina 2. Schemat podłużnego przekroju plemnika ssaka (według Bielańska-Osuchowska  
i Sysa, 1998); oznaczenia: l - lamina, mpa - materiał podakrosomowy, m - macierz 
akrosomowa, baz - błona akrosomowi zewnętrzna, baw – błona akrosomowi 
wewnętrzna, bk – błona komórkowa, sr – segment równikowy, pa – otoczka 
zaakrosomowa, z – pierścienie okrężne, j – jądro komórkowe, p – płytka 
podstawowa, cb – centriola bliższa, pt – pierścień tylny główki, wog – włókno 
obwodowe gęste, mi – pochewka mitochondrialna, bk – błona komórkowa, a – 
pierścień (annulus), ow – osłonka włóknista, ak – włókno osiowe. 
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 Plemnik, jako komórka (główka i witka) jest otoczony błoną komórkową, której 
charakterystyczną cechą jest nierównomierne rozmieszczenie na jej powierzchni ładunków 
elektrycznych. Ponadto jedynie w niektórych miejscach błona ta przylega do powierzchni 
plemnika. W związku z tym, w błonie wyróżnia się pięć, zróżnicowanych funkcjonalnie, 
strukturalnie i biochemicznie domen. Są to terytoria: nad przednią częścią akrosomu; nad 
tylną częścią akrosomu - segment równikowy; nad tylną czapeczką główki - segment 
zaakrosomowy; otaczający wstawkę; pokrywający główną część witki. Poszczególne domeny 
można zidentyfikować na podstawie zarysu powierzchni, zawartości, rozmieszczenia oraz 
organizacji cząsteczek śródbłonowych widocznych po kariorytowaniu i zróżnicowanej 
gęstości elektronowej glikokaliksu (Eddy i O’Brien, 1994; Bielańska-Osuchowska i Sysa, 
1998). Poszczególne domeny powstają podczas spermiogenezy, a następnie ulegają 
modyfikacjom w trakcie przechodzenia plemników przez najądrza oraz żeński układ 
rozrodczy. To zróżnicowanie w budowie błony komórkowej plemnika ma na celu 
umożliwienie mu późniejszego zapłodnienia oocytu przejście przez jego osłonkę przejrzystą  
a następnie wniknięcie do jego wnętrza (Bielańska-Osuchowska i Sysa, 1998). W obrębie 
główki plemnika wyróżnia się akrosom i tylną czapeczkę oraz zasadniczą część główki, czyli 
jądro komórkowe. Rozmiary główki są cechą specyficznie gatunkową i nie zależą od 
rozmiaru zwierzęcia (Morstin i Reklewska, 2001; Sutovsky i Manandhar, 2006; 
Veeramachaneni i wsp., 2006; Ramalho-Santos i wsp., 2007). U większości gatunków ssaków 
główka ma postać owalną i wydłużoną, w miarę symetryczną po bokach. Czapeczka tylna 
plemnika, określana jest również mianem rejonu zaakrosomowego. Wypełnia ją elektronowo 
gęsta substancja rozmieszczona w formie blaszki pomiędzy błoną komórkową a otoczką 
jądrową oraz przylegające do otoczki jądrowej okrężne pierścienie (Yagi i Paranko,1995; 
Bielańska-Osuchowska i Sysa 1998; Sutovsky i Manandhar, 2006).  
 Jądro komórkowe dojrzałego plemnika ssaka posiada silnie skondensowaną chromatynę, 
która zawiera specyficzne dla plemnika DNA zasadowe białka - protaminy (Ramalho-Santos  
i wsp., 2007; Wu i Chu, 2008; Hekmatdoost i wsp., 2009; Barratt i wsp., 2010). Przyjmuje 
się, że DNA związane z protaminami jest najbardziej skondensowaną formą genomu 
eukariotycznego (Carrell i wsp., 2007; Schulte i wsp., 2010; Jenkins i wsp., 2011). Struktura 
chromatyny dojrzałego plemnika związana jest z odwracalnym stanem „uśpienia” genomu,  
w którym nie zachodzi replikacja, bądź transkrypcja. W związku z tym, jądro plemnika 
oferuje unikatowy model umożliwiający porównanie aktywnej organizacji genomu z jego 
przeciwstawną konfiguracją nieaktywną. We wspomnianym procesie ma miejsce zanik porów 
w otoczce jądrowej, jąderko staje się niewidoczne, a chromatyna ulega wzmożonej 
kondensacji, w wyniku czego zdolność jądra do transkrypcji zostaje zablokowana.  
W porównaniu do chromatyny komórek somatycznych, chromatyna plemnika nie wykazuje 
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różnic wyłącznie na poziomie podwójnej helisy DNA (Szczygieł i Kurpisz, 1996; Braun, 
2001; Cremer i wsp., 2004; Kimmins i Sassone-Corsi, 2005; Shaman i Ward, 2006; Wiland  
i wsp., 2006; Andraszek i Smalec, 2011). 
 Akrosom pokrywa przedni fragment jądra plemnika. Pełni funkcje wydzielnicze: zawiera 
enzymy hydrolityczne, mające za zadanie ułatwić wniknięcie plemnika poprzez barierę 
glikoproteinową osłonki przejrzystej do wnętrza oocytu w trakcie zapłodnienia (Wierzbowski, 
1996; Ramalho-Santos i wsp., 2007). Do enzymów tych należą: akrosyna (zonalizyna), 
hialuronidaza, kwaśna fosfataza, neuraminidaza oraz inne enzymy proteolityczne. 
Hialuronidaza rozpuszcza wieniec promienisty oocytu, zonalizyna - osłonkę przejrzystą, 
natomiast enzymy proteolityczne  - błonę komórkową oocytu. Stąd też prawidłowość budowy 
akrosomu ma duży wpływ na zdolność plemnika dozapłodnienia (Bielańska-Osuchowska  
i Sysa, 1998). 
 Witka plemnika zbudowana jest z czterech odcinków tj. szyjki, wstawki, części głównej 
oraz części końcowej. Każdy odcinek witki jest zbudowany w odmienny sposób, co związane 
jest z funkcjami, które są przez nie pełnione (Krzymowski i Przała, 2005). Szyjka stanowi 
krótkie połączenie między główką a wstawką. Ma około 1 mm i jest przymocowana częścią 
przednią do podstawy płytki i częścią tylną do zewnętrznych gęstych włókien wici. Różni się 
długością i kształtem koszyczka, który jest wydłużony w poprzecznej osi spłaszczonej 
główki. Szyjka składa się z segmentów i gęstej struktury włóknistej, koszyczka. Obok 
koszyczka znajduje się centriola bliższa, podczas gdy centriole dalsze nie występują  
w dojrzałych plemnikach. Druga część służy jako podstawowe ciało witki podczas 
kształtowania w czasie wczesnej spermiogenezy. Białka włóknisto-prążkowane różnią się 
wokół centrioli we wczesnej spermatydzie, zaś później tworzą dwie duże i pięć drobnych 
kolumn. Dwie główne kolumny dzielą się na dwie części. Wreszcie, istnieje dziewięć kolumn 
o podobnej średnicy, po których następuje dziewięć zewnętrznych włókien wici w miejscu 
połączenia szyjki i środkowej części (Sharma i Agarwal, 2011). Wykrywalne są pojedyncze 
mitochondria z małymi występami między podłużnymi kolumnami elementu łączącego. We 
wstawce wydłużone mitochondria, ułożone w pojedynczy sznur, owijają się spiralnie wokół 
włókna osiowego i włókien grubych. Liczba mitochondriów i liczba skrętów ich spirali we 
wstawce jest charakterystyczna dla poszczególnych gatunków ssaków. Ich celem jest 
dostarczanie energii. Szyjka służy jako łącznik, część stawowa (Paasch i wsp., 2004; Sharma  
i Agarwal, 2011). Jest elementem kruchym, a jej nieprawidłowości często powodują 
powstanie plemnika pozbawionego główki. Pomimo tego, że jest dosyć delikatna, stanowi 
ona ruchome połączenie, które zapewnia szyjce elastyczność (Paasch i wsp., 2004; Piasecka, 
2004a,b; Andraszek i Smalec, 2011; Sharma i Agarwal 2011). Ponadto, w szyjce wykryto 
także obecność m.in. aktyny, tropomiozyny, α-aktyniny i ankiryny, które stabilizują jej 
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strukturę (Baccetti,1984; Kann i wsp., 1993; Bielańska-Osuchowska i Sysa, 1998). Przy 
części witki znajdującej się blisko główki znajduje się tzw. wstawka, która jest oddzielona od 
części głównej pierścieniem (Bielańska-Osuchowska i Sysa, 1998). Wstawka plemnika łączy 
jego główkę i witkę, choć w rzeczywistości składa się ze zmiennej liczby mitochondriów 
owiniętych wokół przedniej części witki. Przyjęte jest, że rolą tych organelli jest dostarczenie, 
w wyniku fosforylacji oksydacyjnej, ATP koniecznego do uzyskania możliwości ruchu przez 
plemnik (Ramalho-Santos i wsp., 2007). Wewnątrz wstawki znajdują się wydłużone 
mitochondria, które zajmują 80% jej powierzchni i ułożone są w pojedynczy sznur owijający 
się spiralnie wokół włókien osiowych i grubych. Spirala ta zapewnia optymalną ilość ATP, 
niezbędną do poruszania się plemników (Sutovsky i Manandhar, 2006; Andraszek i Smalec, 
2011). Wstawka ma długość około 5 mm i w jej skład wchodzą centralnie biegnąca 
aksonema, otaczający ją pierścień 9 gęstych włókien zewnętrznych, które są kontynuacją 
segmentowanych kolumn szyjki oraz zlokalizowana najbardziej peryferyjnie osłonka 
mitochondrialna. Każdemu z dubletów aksonemy towarzyszy, biegnące równolegle do niego, 
jedno gęste włókno zewnętrzne. Włókna te są zbudowane głównie z keratyny  
i najprawdopodobniej pełnią rolę wzmacniającą, a także nadającą wici sprężystość, co 
prawdopodobnie ma wpływ na sposób jej uderzeń. Ponadto zewnętrzne gęste włókna wici są 
strukturą charakterystyczną dla gatunków, u których dochodzi do zapłodnienia wewnątrz 
organizmu. Dla przykładu, istnieje dodatnia korelacja pomiędzy zdolnością do przeżycia  
a liczbą mitochondriów: plemniki ssaków z dużą liczbą mitochondriów mają większą 
przeżywalność, niż kręgowców wodnych z dwoma mitochondriami (Paasch i wsp., 2004; 
Piasecka, 2004a,b; Godula, 2005; Andraszek i Smalec, 2011).  
 Zmiany mitochondrialne są jedną z najczęstszych wad plemników. Obejmują one zarówno 
morfologiczne nieprawidłowości tych organelli, jak i nieprawidłowości w ich 
funkcjonowaniu. Często są to zakłócenia molekularne i genetyczne, które w wielu 
przypadkach prowadzą do apoptozy komórek w fazie spermatogenezy. Uszkodzenie 
mitochondriów plemników również nie jest bez znaczenia dla podziału zapłodnionej komórki 
jajowej. W odpowiednich warunkach, oocyt jest w stanie rozpoznać mitochondria plemnika 
jako elementy obce, co skutkuje poronieniem. Uszkodzenia mitochondriów mogą zakłócić 
proces degradacji mitochondriów, co z kolei może prowadzić do apoptozy dzielących się 
blastomerów i późniejszego rozpadu zarodka przed zagnieżdżeniem (Paasch i wsp., 2004; 
Piasecka, 2004a,b; Martinez-Pastor i wsp., 2008).  
 Część główna witki stanowi najdłuższy segment. Jest otoczona włóknistymi osłonami, 
które są złożone z dwóch podłużnych kolumn, grzbietowej i brzusznej. Osłonka kończy się 
w odległości 9-10 mm od końcówki witki (Godula, 2005; Pesh i Bergmann, 2006). 
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 Warunkiem powstania  w pełni funkcjonalnego oraz dojrzałego plemnika, jest prawidłowy 
przebieg procesu spermatogenezy. Schemat tego cyklu przedstawia rycina 3. 
 
 
Rycina 3. Przebieg procesu spermatogenezy (Sharma i Agarwal, 2011; zmodyfikowane). 
 
 Spermatogeneza jest procesem, którego wynikiem jest powstanie plemników. Następuje  
w nim różnicowanie diploidalnego spermatogonium w spermatydę. Jest złożonym procesem, 
w którym totipotencjalne komórki macierzyste dzielą się na nowe albo produkują komórki 
potomne, które zostają przekształcone w wyspecjalizowane plemniki. Spermatogeneza 
wykorzystuje mitotyczny jak i mejotyczny podział komórki, a także jej rozległą przebudowę. 
Zazwyczaj składa się z trzech etapów: pierwszym jest proliferacja i różnicowanie 
spermatogonii (spermatogoniogeneza), drugim mejoza (spermatocytogeneza), a trzecim 
spermiogeneza będąca złożonym procesem, w którym przekształcane są okrągłe spermatydy 
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po mejozie w złożoną strukturę nazywaną plemnikiem. Cykl ten rozpoczyna się w momencie 
okresu dojrzewania osobnika w obrębie kanalika plemnikotwórczego gonady męskiej 
zachodzącym w jądrach i trwa do końca jego życia. Prawidłowość przebiegu tego procesu 
uzależniona jest od ekspresji wielu specyficznych dla jąder genów, a zaburzenia w tejże 
ekspresji i inne nieprawidłowości związane z rozwojem komórek spermatogenicznych 
prowadzą zazwyczaj do śmierci na drodze apoptozy (Sutovsky i Manandhar, 2006; Widłak, 
2006; Sharma i Agarwal, 2011; Broś i Droździk, 2014). 
 W związku z tym, iż najistotniejsze i najbardziej skomplikowane zmiany zachodzą  
w ostatnim etapie spermatogenezy, czyli spermiogenezie, w poniższych akapitach zostanie 
podjęta próba przybliżenia tego tematu oraz zmian zachodzących w tymże procesie. 
Spermiogeneza jest haploidalną fazą namnażania komórek płciowych, która obejmuje 
postmejotyczne plemniki, aż do ich uwolnienia jako dojrzały plemnik z pełni zagęszczoną 
chromatyną do kanalików nasiennych.  Podczas tego procesu zmiany morfologiczne zachodzą 
po zakończeniu procesu mejozy. Ten typ różnicowania plemników należy do jednych  
z najbardziej radykalnych procesów zaobserwowanych w świecie organizmów 
eukariotycznych związanych z przemianami w jądrze komórkowym. Po pierwsze, forma 
akrosomu w całej spermiogenezie jest procesem uzależnionym od aparatu Golgiego. 
Przechodzi kilka zmian w proakrosomalnych granulek do w pełni rozwiniętych akrosomów, 
które zawierają kilka enzymów proteolitycznych niezbędnych do zapłodnienia. W środkowej 
spermiogenezie zaczyna rozwijać się wić, powstając z pary centroli, która migruje do 
membrany jądra, w celu wszczepienia wici po przeciwnej stronie akrosomu, zapewniając 
typową polaryzację jądra. W celu uzyskania wysoce zagęszczonego wydłużonego jądra, 
chromatyna jest przebudowywana przez zespół białek przejściowych, zastępowanych 
następnie przez protaminy. Protaminy wiążą DNA, neutralizując szkielet fosfodiestru 
podwójnej helisy DNA pozwalając na ścisłe zagęszczenie DNA jako torroidy. W fazie 
postmejotycznej postępująca kondensacja jądra następuje z inaktywacją genomu. Histony są 
przekształcane w białka przejściowe, a wreszcie protaminy są przekształcane w dobrze 
rozwinięte białka z wiązaniami disiarczkowymi. Okrągłe spermatydy masowo syntetyzują 
mRNA pod ścisłą kontrolą kilku czynników transkrypcyjnych specyficznych dla komórki. Te 
mRNA są przechowywane w celu przesyntetyzowania w późniejszych etapach, gdy 
przebudowa chromatyny nie będzie już dłużej promować transkrypcji (Bielańska-
Osuchowska i Sysa, 1998; Grégoire i wsp., 2011; Sharma i Agarwal, 2011). W późniejszych 
etapach spermatyda przechodzi liczne zmiany. Z kulistej na początku procesu, stopniowo 
zaczyna przyjmować postać mocno wydłużonych komórek, w obrębie których zostają 
zróżnicowane główka i witka. Wszystkie zmiany, które wówczas zachodzą, przebiegają  
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w sposób zsynchronizowany i są możliwe, ze względu na występowanie mostków 
międzykomórkowych, które łączą ze sobą spermatydy (Godula, 2005). 
 Liczne badania przeprowadzone przez naukowców potwierdziły, iż wiele czynników 
może mieć wpływ na prawidłowy przebieg spermatogenezy i spermiogenezy. Do tych 
czynników możemy zaliczyć zarówno czynniki genetyczne (jak mutacje), jak również 
czynniki niegenetyczne, takie jak: infekcje, stres, temperatura czy zaburzenia hormonalne 
(Aslam i Fishel, 1998). Również do czynników, które mogą mieć wpływ na płodnośćsamców 
zaliczane są: światło, warunki klimatyczne, wilgotność powietrza i ciśnienie atmosferyczne, 
transport, ruch i warunki utrzymania, żywienie, a nawet promieniowanie jonizujące 
(Jaśkowski i Zduńczyk, 2007). Niestety mogą też wystąpić zaburzenia, które będą mieć 
wpływ na dowolny etap powstania gamet męskich, co może przejawić się zmniejszą liczbą 
dojrzałych plemników (oligospermia), odchyleniami stwierdzanymi w czasie badania oceny 
ruchliwości plemników (astenozoospermia), czy też nieprawidłową ich budową 
(teratozoospermia). W 1980 Colgan wraz ze współpracownikami udowodnił, iż w ok. 1-2% 
wszystkich przypadków niepłodności, plemniki w ogóle się nie rozwijają i taki stan nazywany 
jest azoospermią (Colgan i wsp., 1980; Aslam i Fishel, 1998; Menkveld i wsp., 2003). 
 Czas trwania procesu spermatogenezy jest charakterystyczny dla każdego gatunku 
zwierzęcia. Najczęściej zachodzi on periodycznie w czasie trwania okresu godowego,  
a w wyjątkowych przypadkach (np. u trutni) odbywa się jednorazowo w ciągu całego życia, 
zaś u ssaków, w tym człowieka, zachodzi nieprzerwanie od momentu osiągnięcia dojrzałości 
płciowej do schyłku życia (Godula, 2005; Menkveld i wsp., 2003; Gontarz i wsp., 2016). 
 Ponadto w czasie trwania spermiogenezy u ssaków dochodzi do zmiany białek 
histonowych, które nawiązują do specyficznej struktury DNA na specyficzne protaminy,  
z którymi nić nie tworzy kompleksów nukleosomowych. Istnieje niewielka różnica  
w ostatecznym procesie pakowania DNA u różnych gatunków ssaków w przeciwieństwie do 
różnic, które zaobserwowali naukowcy w stosunku do struktury chromatyny plemników  
u dużej liczby kręgowców i bezkręgowców. Przebadane nasienie, które należało m.in. do 
stekowców, torbaczy, ssaków łożyskowych, wykazało, iż większość materiału genetycznego 
jest pakowana poprzez użycie protamin, które są małymi białkami o cząsteczkach 
utworzonych z 27-65 aminokwasów. Struktury te są bogate w argininę i cysteinę i posiadają 
silnie zasadowy odczyn. Histony natomiast należą do białek zawierających znaczną ilość 
dodatnio naładowanych aminokwasów (argininy i lizyny), które pozwalają na mocne 
wiązanie się tych białek z naładowaną ujemnie podwójną helisą materiału genetycznego. 
Wyróżnia się pięć rodzajów białek histonowych: H1, H2A, H2B, H3 oraz H4. Za wyjątkiem 
histonu H1, pozostałe histony występują w takich samych ilościach. W pełni dojrzałym 
plemniku białka histonowe zostają zastąpione przez protaminy. Eliminacja histonów 
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następuje stopniowo i trwa przez całą spermatogenezę. Wynikiem tego procesu (zastąpienia 
histonów dwukrotnie mniejszymi protaminami) jest całkowita zmiana organizacji chromatyny 
plemnika w stosunku do spermatocytu. Tylko u kilku gatunków ssaków naukowcy 
zaobserwowali, że niewielka frakcja genomu plemnika jest związana z histonami. Owa 
frakcja (uważana obecnie, iż występuje w plemnikach wszystkich ssaków) jest stosunkowo 
niewielka i stanowi nie więcej niż 1% całego genomu. U człowieka powyższa frakcja jest 
zdecydowanie większa i prawdopodobnie mieści się w granicach 10-15%. Występuje wiele 
dowodów na to, iż takie rozmieszczenie genów w regionach organizowanych przez histony 
oraz także w regionach organizowanych przez protaminy nie jest przypadkowe. Dane 
ułożenie genów w główce plemnika zostało niedawno udokumentowane przez dwie 
niezależne grupy naukowców, którzy zastosowali odpowiednie mikromacierze oraz 
technologię sekwencjonowania genomu (Bielańska-Osuchowska i Sysa, 1998; Mudrak, 2005; 
Arpanahi i wsp., 2009; Hammoud i wsp., 2009; Balhorn, 2011; Oliva i Castillo, 2011). 
 Kompleksy DNA-protaminy układają się w taki sposób, że przyjmują postać 
poskręcanych nici. Wykonane badania przy pomocy mikroskopu elektronowego udowodniły, 
iż w plemnikach bydła, czy też królika, chromatyna jądrowa układa się w formie kompleksów 
blaszek, które są rozciągnięte równolegle do powierzchni spłaszczenia główki plemnika.  
U buhaja ustalono od 10 do 12 takich blaszek. Dodatkowo zdefiniowano, iż protaminy 
układają sięw wąskim rowku spirali łańcucha DNA. Dodatni ładunek, który znajduje się  
w argininie, w białkach protaminowych powoduje neutralizacje ujemnego ładunku DNA, 
który to powstał dzięki resztom fosforanowym. Dlatego też, możliwe jest kształtowanie  
i łączenie sąsiadujących ze sobą kompleksów DNA-protaminy przy użyciu sił Van der 
Waalsa. Rezultatem tego procesu jest zdecydowane zagęszczenie materiału genetycznego  
w główce męskiej gamety (Bielańska-Osuchowska i Sysa, 1998; Iranpour i wsp., 2000; 
Sutovsky i Manandhar, 2006; Balhorn, 2007; Kazerooni i wsp., 2009). 
 Rezultatem prawidłowego procesu spermatogenezy i spermiogenezy jest właściwie 
zbudowany oraz funkcjonalny plemnik, który stanowi wysoce wyspecjalizowaną  
i skondensowaną komórkę, która nie rośnie i nie podlega dalszym podziałom. Składa się  
z główki, która zawiera ojcowski materiał genetyczny i witki zapewniającej możliwość 
poruszania się. Plemnik jest obdarzony dużym jądrem, lecz jest pozbawiony znacznej części 
cytoplazmy. Heterogenetyczność ejakulatu należy do cech, które są charakterystyczne dla 
każdego samca (Sharma i Agarwal, 2011). 
 Problemy związane z zawartością protamin u pacjentów cechujących się niepłodnością 
zostały opisane ponad 20 lat temu. Badania związane z tą tematyką tylko udowodniły  
i potwierdziły związek pomiędzy nieprawidłową liczbą protamin a nieprawidłowymi 
parametrami nasienia i płodności u męskich osobników. Warianty stwierdzonych 
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nieprawidłowości dotyczących protamin związane są z mniejszą ich liczbą w stosunku do 
pozostałych białek oraz wskaźnikiem przemian białek P1-P2. Jedną z możliwych przyczyn 
występowania nadmiernego stosunku P1-P2, który miał miejsce u niektórych pacjentów  
z niepłodnością stwierdzono przy identyfikacji przetwarzania P2, a także występowaniu 
zwiększonej zawartości prekursorów protaminy w podgrupie niepłodnych osobników. 
Dodatkowo wpływ na ekspresję białek protaminowych może mieć także stres termiczny. 
Temperatura oddziałująca na jądra samca może mieć wpływ na zmniejszoną liczbę 
powstających mostków disiarczkowych w tych białkach (Balhorn i wsp., 1988, 1999; De 
Yebra i Oliva, 1993; De Yebra i wsp., 1993; Love i Kenney, 1999; Evenson i wsp., 2000; 
Aoki i wsp., 2005, 2006; Oliva, 2006; Oliva i Castillo, 2011). Przeprowadzone nieliczne 
badania wykazały, iż u pewnych buhajów, u których stwierdzono niepłodność, przyczyną ich 
schorzenia najprawdopodobniej są zaburzenia, które występują w procesie przekształcania się 
białek podczas spermiogenezy, a nie tak, jak sądzono do tej pory niższy, bądź też wyższy 
poziom DNA (Gledhill, 1983, 1988; Strzeżek, 1998). 
 Szczegółowe kwestie i problemy związane z tą tematyką zostaną przedstawione w dalszej 
części tego rozdziału.  
 
2.2. Epigenetyka plemnika 
  
 Ponad sto lat temu stwierdzono wysoką zawartość argininy obecną w nasieniu ryb. 
Zaobserwowano, że ma ona związek z występowaniem, odmiennych niż w pozostałych 
komórkach organizmu, białek specyficznych dla plemników. Od tamtego odkrycia naukowcy 
starają się zrozumieć i ocenić zmiany strukturalne i różnice w funkcjonowaniu dwóch typów 
białek, histonów - obecnych w jądrach komórek somatycznych i protamin - występujących 
jedynie w plemnikach (Balhorn, 2007, 2011). Badania te zostały zintensyfikowane  
i doceniono wpływ białek na strukturę DNA, kiedy w obrębie genetyki wyróżniono nową 
gałąź - epigenetykę.  
 Te dwie grupy białek, pod względem strukturalnym są bardzo różne. Histony tworzą 
podstawową jednostkę upakowania chromatyny - nukleosom i odpowiadają za kondensację 
chromatyny somatycznej. Protaminy natomiast, zawierają dużą liczbę dodatnio naładowanych 
aminokwasowych łańcuchów bocznych, które to, kiedy protaminy zwiążą się z DNA, owijają 
się wokół helisy, tym samym powodując neutralizację ujemnie naładowanego szkieletu 
fosfodiestrowego DNA i tworząc bardzo zwartą formę chromatyny. Owa struktura chroni 
plemnikowy genom przed dostępem innych białek, modyfikacjami potranslacyjnymi, a także 
wycisza transkrypcję (Balhorn i wsp., 1999; Balhorn, 2011). 
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 Histony są podstawowymi białkami występującymi w jądrach eukariontów, które 
odpowiadają za upakowanie DNA do postaci nukleosomów. Histony H2A, H2B, H3 i H4 
stanowią integralną część nukleosomu - oktamer (Dada i wsp., 2012). Ponadto wraz  
z wariantem histonu tH2B są niezbędne do właściwej produkcji plemników, ich prawidłowej 
struktury oraz funkcjonowania (Tvrda i wsp., 2015). Modyfikacje histonów, takie jak 
acetylacja, metylacja, ubikwintylacja i fosforylacja, okazały się być istotnymi procesami  
w epigenetycznych mechanizmach regulacyjnych. Istnieje skomplikowane, wzajemne 
oddziaływanie pomiędzy modyfikacjami ogonów histonów H3 i H4, gdzie niektóre 
modyfikacje działają antagonistycznie podczas regulacji konwersacji chromatyny ze stanu 
aktywnego do nieaktywnego, zapisanego kodem histonowym. Generalnie, acetylacja 
histonów oznacza czynne, transkrypcyjnie aktywne regiony, natomiast hipoacetylowane 
histony znajdują się w nieaktywnych regionach lub w regionach heterochromatyny. Metylacja 
histonowa może być natomiast markerem zarówno dla aktywnych i nieaktywnych obszarów 
chromatyny (Sharma i Agrawal, 2011; Dada i wsp., 2012; Gryzińska i wsp., 2012a,b). 
Metylacja lizyny 4 histonu 3 (H3-K4) i acetylacja histonów, które są znacznikami aktywnej 
struktury chromatyny, są zazwyczaj związane z brakiem metylacji DNA. Natomiast metylacja 
dinukleotydów CpG wspiera zamkniętą strukturę chromatyny, blokując tym samym 
metylotransferazy, tym samym powodując hamowanie transkrypcji (Chan i Trasler, 2011). 
Metylacja lizyny 9 na N-końcu histonu H3 (H3-K9) jest elementem wyciszonego DNA i jest 
obecna głównie w obszarach heterochromatyny. Z drugiej jednak strony, metylacja lizyny  
4 histonu H3 (H3-K4) cechuje się aktywnością i znajduje się głównie w promotorach 
aktywnych genów w obrębie euchromatyny aktywnej transkrypcyjnie (Sharma i Agrawal, 
2011; Dada i wsp., 2012). Inne modyfikacje histonów, takie jak H4-K20 i metylacja H3-K8 są 
związane z obecnością metylacji DNA w obrębie regionów o  tzw. zróżnicowanej metylacji 
(DMRs - Differentially Methylated Regions) w imprintingowanych genach (Chan i Trasler, 
2011). 
 Zbadano zmiany epigenetycznych modyfikacji histonów, w szczególności metylacji H3  
w trakcie rozwoju męskich komórek rozrodczych. Stabilność i usuwalność różnych 
modyfikacji histonów są ważne dla występowania prawidłowej spermatogenezy. 
Transgeniczne modele zwierzęce obejmujące ukierunkowanie enzymów biorących udział  
w demetylacji histonów wykazały istotną rolę dla tych enzymów w spermatogenezie  
i prawidłowej płodności. Modyfikacje histonów mogą wpływać na strukturę chromatyny  
i ekspresję genów w komórkach zarodkowych. W szczególności dotyczy to męskich komórek 
rozrodczych, w których występuje rozległe przemodelowanie chromatyny podczas 
spermiogenezy, kiedy histony zostają zastąpione białkami przejściowymi, a następnie 
protaminami. Wymiana ta pozwala na wysoki stopień kondensacji, który jest potrzebny do 
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upakowania DNA w główce plemnika. Najnowsze badania sugerują, iż histony plemnika  
i specyficzne modyfikacje metylacji histonów mogą odgrywać ważną rolę po zapłodnieniu  
i mogą naznaczać lub równoważyć geny do ekspresji w zarodku. Utrwalenie tych modyfikacji 
histonów w ontologicznych genach zostało zauważone w plemnikach myszy  
i prawdopodobnie występuje u wszystkich kręgowców (Chan i Trasler, 2011; Gryzińska  
i wsp., 2012b). 
 Protaminy, które znajdują się w plemnikach ssaków zostały podzielone na dwa rodzaje: 
P1 i P2. Protaminy należące do grupy P1 są mniejszymi białkami, które występują  
w plemnikach wszystkich ssaków. U ssaków należących do łożyskowców są 
jednołańcuchowym peptydem zawierającym wyłącznie 50 aminokwasów. Wyjątkiem jest 
ogier, u którego występuje 51 aminokwasów. W przypadku torbaczy i stekowców białka te są 
większe i zawierają od 57 aż do 70 aminokwasów. Białka, które należą do grupy P2 są nieco 
większe od P1. U myszy zawierają 63 aminokwasy. Protaminy P2 są obecne wyłącznie  
w spermatydach u ssaków łożyskowych. W przeciwieństwie do P1, protamina P2 jest 
syntetyzowana jako większe białko prekursorowe i jest osadzane na DNA, a następnie  
w ciągu kolejnych przemian spermatydy, jest skracane na drodze modyfikacji 
potranslacyjnych. Dodatkowo P2 zawiera także dużą liczbę reszt cysteinowych, które biorą 
udział w tworzeniu wiązań dwusiarczkowych (Corzett i wsp., 2002; Balhorn, 2007, 2011). 
 W związku z dużą liczbą mostków -S-S-, białka protaminowe męskich gamet często 
uważane są za białka keratynopodobne. Ich liczba uzależniona jest od gatunku i waha się od  
8 do 13% ogólnej liczby wiązań. DNA z białkami o odczynie zasadowym łączy się  
w stosunku wagowym 1:1. Dzięki dużej zawartości argininy w znajdujących się w jądrze 
plemnika białkach, istnieje możliwość zwiększenia stabilności termicznej kompleksu z DNA. 
Wszystkie białka protaminowe plemników zawierają argininę, od 22 do 30 reszt, a także są 
bogate w liznę, od 0 do 2 reszt. Pozostały skład aminokwasowy jest uzależniony od gatunku 
zwierzęcia (Calvin, 1975; Strzeżek, 1998). 
 Najważniejszym procesem epigenetycznym zachodzącym podczas spermiogenezy jest 
kompresja genomu plemnika do główki plemnika na drodze zastąpienia histonów 
protaminami (Marques i wsp., 2011). Niektóre warianty histonów są istotne dla prawidłowego 
przebiegu spermatogenezy, głównie ufosforylowany H2AX (gH2AX) i H3.3, które są 
zaangażowane w mechanizm MSCI (inaktywacja mejotycznych chromosomów płciowych), 
podczas której dochodzi do wyciszenia transkrypcji w ciałkach XY (XY bodies). 
Wyspecjalizowane mejotyczne domeny chromatyny spermatocytów ssaków tworzą 
specyficzne terytorium jądrowe, gdzie transkrypcja i homologiczna rekombinacja są 
ograniczone podczas pachytenu profazy mejotycznej (Handel, 2004; Marques i wsp., 2011; 
Sharma i Agrawal, 2011). H2AX jest ważną częścią nukleosomu komórek mejotycznych  
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i ulega fosforylacji w odpowiedzi na dwuniciowe pęknięcia (DSB double-strand breaks)  
w DNA. W trakcie spermatogenezy H2AX gromadzi się w terytorium XY spermatocytów  
w leptotenie i diplotenie i pozwala na efektywną akumulację białek naprawy DNA. 
Wprowadzenie H3.3 do ciała XY sprzyja rozległemu przemodelowaniu chromatyny i ma 
zasadnicze znaczenie dla wyciszenia genów w chromosomach X i Y w późniejszych etapach 
MSCI i postmejotycznych etapach spermatogenezy. Wymiana histonów na protaminy 
związana jest z acetylacją rdzenia histonów. Grupy acetylowe zmieniają podstawowy stan 
histonów, w konsekwencji zmniejszając ich powinowactwo do DNA i umożliwiając 
protaminom na interakcję z DNA. Po mejozie, początek spermiogenezy charakteryzuje się 
falą aktywności transkrypcyjnej, która prowadzi do aktywacji szeregu istotnych 
postmejotycznych genów we wczesnych komórkach haploidalnych (Marques i wsp., 2011).  
 W czasie różnicowania męskich gamet, genom przechodzi zasadnicze zmiany, które nie 
tylko mają wpływ na sekwencje DNA i informację genetyczną rekombinacji homologicznej, 
ale również zmieniają swoją strukturę atomową i informację epigenetyczną. Jedną z kwestii 
jest zrozumienie w jaki sposób specyficzna struktura chromatyny jądra plemnika przekazuje 
informację epigenetyczną i jak kontroluje wczesny epizod zarodkowy (Dada i wsp., 2012). 
Protaminy P1 i P2 są istotne dla funkcji nasienia, a haploinsuficjencja którejkolwiek z nich 
skutkuje zmniejszeniem danego białka (Cho i wsp., 2001). Fosforylacja protamin również jest 
bardzo ważna. Mutacja kinazy białkowej IV zależnej od kalmoduliny Camk4, która 
fosforyluje protaminę P2, powoduje wadliwą spermiogenezę i niepłodność. Stosunek P1/P2  
u płodnych samców oscyluje w zakresie od 0,8 do 1,2. Zaburzenie tego stosunku,  
w dowolnym kierunku, jest charakterystyczne dla nasienia o niskiej jakości, z uszkodzeniami 
DNA i obniżoną zdolnością zapładniającą (Wiland i wsp., 2006) 
 Coraz więcej badań potwierdza hipotezę, że w dojrzałych plemnikach ssaków, DNA nie 
jest jednorodnie upakowane protaminami. Niektóre histony są przechowywane przez całą 
spermiogenezę, a ich obecność jest ważnym kodem genetycznym plemnika i nie jest 
wynikiem nieprawidłowej protaminacji. Jest to stan fizjologiczny. Wymiana protamin 
następuje na etapie wydłużania spermatyd w spermatogenezie, po zakończeniu mejozy. 
Wydłużaniu spermatyd towarzyszą również inne procesy związane z jej dojrzewaniem, które 
wpływają na ruchliwość i zdolność zapładniającą plemnika. Związek pomiędzy 
nieprawidłową wymianą protamin a ogólną słabą jakością nasienia może być spowodowany 
defektem w unikalnym systemie czasowego rozprzęgania transkrypcji i translacji podczas 
spermatogenezy (Sharma i Agrawal, 2011; Dada i wsp., 2012). Schemat procesu wymiany 
histonów na protaminy przedstawia rycina 4. 
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Rycina 4. Schemat wymiany histonów na protaminy w plemniku (Sharma i Agarwal, 2011; 
zmodyfikowane). 
  
 Badania dotyczące epigenetyki plemnika i jego transkryptomu mogą być przedmiotem 
szczególnego zainteresowania andrologów, genetyków i przede wszystkim pacjentów  
z zaburzeniami ekspresji protamin. Nieprawidłowe włączenie protamin w chromatynę może 
mieć wpływ na transkrypcję innych genów. Na przykład, u myszy, deregulacja protamin 
powoduje przedwczesną kondensację chromatyny, zatrzymanie transkrypcji i niepowodzenie 
spermatogenezy. Jądra ludzkiego plemnika, które zachowują 10-15% pierwotnej zawartości 
histonów, rozprowadzają je w heterogeniczny sposób w genomie. Różne badania stwierdzają, 
iż histony, które zostają zatrzymane wiążą specyficzne regiony, aby przekazać epigenetyczną 
informację do wczesnego zarodka. Jeśli tak, to stanowi głębokie i oczywiste konsekwencje 
dla plemników z nieprawidłową wymianą protamin oraz zastosowania takiego nasienia, czy 
jakiegokolwiek niedojrzałego nasienia, w mikroiniekcji plemnika do komórki w procedurze 
ICSI (ang. Intracytoplasmic Sperm Injection - docytoplazmatyczna iniekcja plemnika). Coraz 
częściej badania charakteryzują rolę zatrzymanych histonów w całym genomie plemników  
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w dojrzałym nasieniu pochodzącym od płodnych samców oraz u osobników z zaburzeniami 
struktury chromatyny (Sharma i Agrawal 2011; Dada i wsp., 2012). 
 Determinacja płci gonadowej i rozwój jąder zachodzą podczas rozwoju embrionalnego. 
Procesy te są inicjowane przez różnicowanie prekursorowych komórek Sertoliego  
i w odpowiedzi na czynnik determinujący jądro - SRY (region determinacji płci na 
chromosomie Y) (Michalczak-Janitz i wsp., 1995). Agregacja prekursora komórek Sertoliego, 
PGCs i migrujące komórki śródnercza są regulowane przez testosteron (Piprek, 2007; 
Masłowska i wsp., 2011). Jądra płodu zawierają receptory steroidowe i stanowią cel dla 
hormonów endokrynologicznych. Receptor androgenu (AR) i receptor b estrogenu (ERb) są 
obecne w komórkach Seroliego. Mimo, iż jądra nie wytwarzają steroidów na tym etapie 
rozwoju, estrogeny i androgeny mają możliwość wpływu na wczesne funkcjonowanie 
komórek jąder. Leczenie hormonami zaburzającymi funkcjonowanie układu hormonalnego  
- winklozolina i metoksychlor - w krytycznym momencie determinacji płci gonadowej może 
powodować u dorosłych osobników obniżoną wydajność spermatogenezy i w efekcie 
niepłodność. Czynniki zewnętrzne mogą wywoływać epigenetycznie fenotyp 
transgeneracyjny poprzez pozorne przeprogramowanie męskiej linii zarodkowej. Nie jest 
jasne czy czynniki steroidowe niewłaściwie działające w czasie determinacji płci gonadowej 
przeprogramowują linię zarodkową epigenetycznie (zmieniona metylacja DNA), czy 
genetycznie (Dada i wsp., 2012). 
 Wiele epigenetycznych modyfikatorów, łącznie z metylotransferazami DNA, enzymami 
modyfikacji histonów i ich białkami regulującymi, odgrywa istotną rolę w rozwoju komórek 
rozrodczych. Niektóre z nich ulegają swoistej ekspresji w komórkach rozrodczych, podczas 
gdy inne ulegają bardziej powszechnej ekspresji. Najważniejsze role swoistych genów 
komórek rozrodczych (Dnmt3L i Prdm9) zostały potwierdzone w badaniach. Istnieje wiele 
wzorów metylacji DNA w plemniku, które mogą przyczynić się do fenotypowych różnic  
w następnym pokoleniu. Plemniki samców z oligospermią często zawierają zaburzenia 
metylacji DNA w imprintingowanych loci (Aslam i Fishel, 1998; Dada i wsp., 2012). 
 Epigenetyczny mechanizm reguluje dostępność DNA przez całe życie organizmu poprzez 
specyficzny zestaw genów, który jest aktywny na każdym etapie rozwoju. Każdy rodzaj 
komórki ma swoje własne epigenetyczne oznaczenie, które odzwierciedla historię rozwoju  
i wpływ środowiska, a ostatecznie także i fenotyp komórki i organizmu. W momencie 
zapłodnienia ojcowski genom dostarczony przez dojrzałe plemniki ma haploidalny genom  
i jest upakowany przez zwarte protaminy, zaś mateczny genom zatrzymany w II metafazie 
jest upakowany przez histony. Po zapłodnieniu, protaminy zostają szybko zastąpione przez 
histony i oocyt kończy drugą metafazę, uwalniając ciałko biegunowe. Histony H3 i H4, które 
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związane są z ojcowską chromatyną, acetylują bardziej niż te obecne w matczynej 
chromatynie (Wiland, 2010). 
 Epigenetyczny profil komórek rozrodczych zmienia się dynamicznie w czasie rozwoju.  
W postimplantacyjnych embrionach ssaków, pluripotencjalne komórki w epiblaście prowadzą 
do powstania pierwotnych komórek rozrodczych (PGC). U kobiet PGC są zatrzymane  
w profazie pierwszej mejozy, podczas, gdy u mężczyzn nie wchodzą w mejotyczne 
zatrzymanie. Komórki rozrodcze przechodzą kilka zmian w swoim epigenetycznym profilu 
podczas różnych stadiów mejozy. Na przykład, przedmejotyczne PGC i spermatogonia, 
wykazują unikalne wzory modyfikacji histonów, takie jak niski poziom H3K9me2, ale  
w męskich komórkach zarodkowych, wzory te ulegają dynamicznej przemianie podczas 
inicjacji mejozy. Zmiany w składzie i modyfikacje histonów mogą przyczynić się do 
modyfikacji chromatyny, które są potrzebne do prawidłowej mejozy i dalszego dojrzewania 
gamet. Zarówno męskie jak i żeńskie komórki rozrodcze ulegają ostatecznym zmianom po 
mejozie. W haploidalnych okrągłych spermatydach, występuje globalne przebudowanie jądra, 
chociaż niektóre znaki histonów takie jak H3K9me2 pozostają zachowane na nieaktywnym 
chromosomie X. Tkankowo-specyficzny łącznik wariantów histonów H1T2 pojawia się na 
tym etapie i odgrywa kluczową rolę w kondensacji chromatyny podczas spermiogenezy. 
Później łącznik wariantów histonów HIls1 (wariant histonu swoisty dla spermatyd) (Wiland, 
2010) ulega ekspresji w wydłużonych spermatydach. W procesie wymiany histony-
protaminy, jądrowe histony ulegają hiperacetylacji podczas spemiogenezy i wkrótce potem 
zostają rozmontowane i zastąpione przez białka przejściowe (TP1 i TP2). W końcowym 
etapie białka przejściowe są usuwane i zostają zastąpione przez protaminy. Wbudowanie 
protamin w chromatynę plemnika powoduje zagęszczenie DNA, które jest ważne dla 
powstania plemnika i zapewnienia bezpiecznego środowiska dla genomu. Obecność 
somatyczno-podobnej chromatyny w jądrze plemnika może przekazywać epigenetyczne 
informacje potomstwu.  Wzór metylacji całego genomu zmienia się nieznacznie podczas 
spermiogenezy, po stadium pachytenu spermatocytu. Metylacja histonów w spermatogenezie 
jest przeprowadzana przez metylotransferazy H3K4 i H3K9 (Oakes i wsp., 2007; Sharma  
i Agarwal, 2011). 
 Hiperacetylacja histonu H4 jest związana z wymianą histonów na protaminy  
w haploidalnych spermatydach. Białko BRDT zawierające podwójne bromodomeny 
(sekwencje rozpoznające acetylowane lizyny) wiąże hiperacetylowane histony H4 przed 
akumulacją w skondensowanej chromatynie i pomaga w organizacji genomu plemnika 
poprzez pośredniczenie w ogólnej acetylacji histonów wywołującej zagęszczenie chromatyny 
i utrzymanie acetylacji innych histonów z określonych regionów (Govin i wsp., 2006; 
Winnicki, 2009). 
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 Regulacyjne białko miejsc piętnowania genetycznego, BORIS ulega ekspresji w męskich 
gruczołach płciowych i jest bezpośrednio zaangażowane w usuwanie znaczników metylacji 
podczas różnicowania męskich komórek płciowych (Olszewska i Kurpisz, 2010). Badania 
wykazały, że BORIS jest związany zarówno z metylazą pośredniczącą w metylacji de novo, 
jak i z demetylacją pośredniczą w usuwaniu znaków imprintingowych (Zaid i wsp., 2010; 
Gryzińska i wsp., 2012b). 
 Zarówno zaburzenia genetyczne, jak i epigenetyczne mogą przyczynić się do 
idiopatycznej niepłodności mężczyzn, która może wpływać na wyniki zapłodnienia in vitro. 
Zaawansowany wiek matki jest jednym z oczywistych czynników przyczyniających się do 
słabej płodności, lecz niewiele wiadomo na temat wpływu wieku ojca. Wiemy, iż 
zaawansowany wiek ojca jest związany z obniżeniem objętości nasienia, morfologii  
i ruchliwości plemników, ale nie ma znaczącego wpływu na zmniejszenie ich koncentracji. 
Wiele badań udokumentowało zmiany w jądrach zależne od wieku (Mitchell i wsp., 2005; 
Kobayashi i wsp., 2007, 2009; Oakes i wsp., 2007; Marquez i wsp., 2011; Sharma i Agarwal 
2011). 
 Wysoka fragmentacja DNA może być powiązana ze zmniejszeniem liczby plemników, 
obniżoną ich ruchliwością oraz wadami morfologicznymi. Wpływ metylacji DNA plemników 
na ciążę przeprowadzono na myszach po użyciu zmniejszonej metylacji poprzez użycie  
5-azadeoksycydyny. Cząsteczka ta jest odpowiednikiem zasady, która po wprowadzeniu do 
DNA zmniejsza poziom metylacji DNA, zmieniając ekspresję genów. Jednym z głównych 
problemów w określeniu roli modyfikacji DNA na zapłodnienie jest brak wiarygodnych 
technik, które pozwoliłby na łatwą i powtarzalną analizę poziomu modyfikacji w każdej 
gamecie. Prosty, podstawowy test Dyspersji Chromatyny Plemników (Sperm Chromotain 
Dispersion - SCD), który oferuje stabilne wyniki może być stosowany do analizy pozostałej 
ilości zmetylowanego DNA i poziomu uszkodzeń DNA w każdym plemniku (Benchaib, 
2003; Wyrobek i wsp., 2006).  
 Histony są uważane za najlepszych kandydatów do przekazywania epigenetycznej 
informacji ze względu na ich wpływ na modyfikacje struktury chromatyny, a także udział  
w transkrypcji. Metylotransferazy ułatwiają wyciszanie genów poprzez mono-, di- albo 
trimetylację lizyny, bądź argininy. Pozostaje pytanie, czy zmodyfikowane histony odgrywają 
kluczową rolę w ekspresji genów podczas wczesnej embriogenezy, czy nieprawidłowe 
modyfikacje histonów w plemnikach są związane z zaburzonym rozwojem zarodka. Zmiany 
we wzorze metylacji mogą wpływać na bialleliczną ekspresję, bądź wyciszenie 
imprintingowanych genów powodując różne patologie. Zaburzoną spermatogenezę 
powiązano z nieprawidłową acetylacją H4. Hyperacetylacja H4 została również 
zaobserwowana u niepłodnych mężczyzn wykazujących zespół samych komórek Sertoliego 
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(SCO - zespół charakteryzujący się całkowitym brakiem komórek linii terminalnej  
w kanalikach plemnikotwórczych) (Kusz i wsp., 2004). Nasienie samców  
z asthenozoospermią i teratozooseprmią posiada zmniejszony poziom metylacji DNA 
(Mitchel i wsp., 2005; Chan i Trasler, 2011; Pokrywka i wsp., 2014). 
 Imprinting genomowy jest zjawiskiem, w którym metylacja DNA zaznacza inaczej 
zmetylowane regiony (DMRs) pozwalając w specyficzny sposób na monoalleliczną ekspresję 
genów pochodzących od rodziców. Znaczniki te, które są inicjonowane w linii zarodkowej, 
odgrywają ważną rolę w okresie wzrostu i rozwoju embrionalnego (Chan i Trasler, 2011). 
Jest również określany jako mechanizm regulacji genów, który powoduje, że ekspresji ulegają 
geny tylko jednego z dwóch chromosomów rodzicielskich. Niektóre imprintingowane geny 
ulegają ekspresji z kopii pochodzącej od matki, a inne z kopii dziedziczonej po ojcu.  
 Mechanizm ten, jak podają Marques i wsp. (2011) został po raz pierwszy opisany w 1984 
r. przez McGarthego i Soltera, po tym jak ustalono, że androgenoty (zygoty z dwoma 
męskimi pronukleusami - przedjądrzami) i gynogenoty (zygoty z dwoma żeńskimi 
pronukleosami - przedjądrzami) nie mogły rozwinąć się do odpowiedniego okresu, co z kolei 
sugeruje, że genomy rodzicielskie nie były równoważne funkcjonalnie i oba były wymagane 
do wystąpienia prawidłowej embriogenezy. Również dostrzeżono, iż gynogenoty  
i androgenoty prezentowały prawie przeciwne fenotypy: podczas gdy, gynogenoty 
powodowały wzrost normalnego, ale małego zarodka z poważnie niewielką dodatkową 
tkanką pozazarodkową, androgenoty zaś powodowały lepszy rozwój tkanek 
pozazarodkowych, ale słaby rozwój samego zarodka. Obserwacje te doprowadziły do 
spekulacji, iż ojcowski genom jest niezbędny do prawidłowego rozwoju tkanek 
pozazarodkowych, zaś genom matki odgrywa ważną rolę w rozwoju zarodka (Marques  
i wsp., 2011) 
 Monoalleliczna ekspresja imprintingowanych genów zależy od epigenetycznego znaku, 
który pozwala na rozróżnienie obu alleli rodzicielskich. Ten imprintingowy znak musi być 
dziedziczny i odwracalny, jak również musi być interpretowany przez ramkę transkrypcyjną, 
aby spowodować ekspresję, bądź wyciszenie genu. Choć natura całego kompleksu pozostaje 
nieuchwytna, wpływ metylacji DNA i allelospecyficzna różnica struktury chromatyny zostały 
opisane. Wiele imprintingowanych genów zawiera jeden albo więcej obszarów  
o zróżnicowanej metylacji wykazujących allelospecyficzny wzór metylacji DNA, który 
określa stan ekspresji genów (Delaval i Feil, 2004; Edwards i Ferguson-Smith, 2007; Marques 
i wsp., 2008, 2010, 2011). 
 Intrygujące jest również to, jak metylacja genomu macierzyńskiego i ojcowskiego 
imrpintingowanych genów potrafi oprzeć się tej aktywnej fali demetylacji DNA. Jednym  
z możliwych wyjaśnień jest struktura chromatyny różniąca się między genomem matki i ojca, 
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gdyż pierwszy zawiera histony związane z DNA, podczas gdy ojcowski genom zawiera 
głównie protaminy. W związku z tym, dobrze byłoby zbadać, czy zmetylowane 
imprintingowane ojcowskie geny zachowują histony podczas różnicowania plemników i czy 
są zatem odporne na demetylację DNA. Dodatkowo, jedno z ostatnich badań  przedstawiło 
dowód odnośnie proteiny nazwanej Stella, która może chronić imprintingowane geny i inne 
sekwencje genomu przed demetylacją w zygocie. Stella występuje w dużych ilościach  
w oocytach i po zapłodnieniu przemieszcza się do obu przedjądrzy (Nakamura i wsp., 2007). 
 Badania prowadzone na zarodkach mysich potwierdzają drastyczny spadek metylacji 
DNA w ojcowskim genomie w kilka godzin po zapłodnieniu, zaś genom matki przechodzi 
progresywną demetylację podczas etapów segmentacji. Pomimo demetylacji całego genomu, 
imprintowane geny są wyłączone z tego procesu i pozostają zmetylowane. Metylacja de novo 
kończy cykl przeprogramowania metylacji podczas rozwoju przed implantacją. Jest ona 
obecna w komórkach wewnętrznej masy komórkowej, ale nie w trofoektodermie blastocysty. 
Aktywna demetylacja rodzicielskiego genomu jest połączona z utworzeniem rodzicielskich 
przedjądrzy i pojawia się po usunięciu protamin podczas fazy G1, przed replikacją DNA 
(Santos i wsp., 2002; Marques i wsp., 2008, 2011). 
 Istnieje coraz większa liczba dowodów na to, że zaburzenia spermatogenezy prowadzące 
do oligozoospermii, są związane z nasieniem posiadającym wady metylacji w piętnowanych 
genach. Opisane zostały zarówno hipometylacje na zmetylowanych ojcowskich piętnowanych 
genach, jak i hipermetylacje na zmetylowanych matczynych piętnowanych genach  
w plemnikach osobników, u których zidentyfikowano szereg wad w spermiogramie, takich 
jak zmniejszona liczba lub brak plemników, nieprawidłowa morfologia i/lub ruchliwość,  
i nieprawidłowa wymiana protamin (Marques i wsp., 2004; Kobayashi i wsp., 2007, 2009). 
 Marques i wsp. (2011) w swojej publikacji donoszą, iż chociaż pierwszy raport o analizie 
metylacji na piętnowanym genie SNRPN (matecznie zmetylowany a ojcowsko wyrażony)  
w nasieniu od pacjentów z oligozoospermią nie opisywał żadnych zmian, spowodowane to 
było ograniczeniami zastosowanej techniki MSP - (metylo-specyficzny PCR). Autorzy 
zaobserwowali pewne zaburzenia metylacji stosując bardziej wrażliwą technikę (heminested 
PCR), ale ponieważ metylacja była również obecna w normalnych próbkach nasienia, została 
uznana za prawdopodobnie spowodowaną przez zanieczyszczenia komórek somatycznych. 
Pierwszy opis wad metylacji imprintingu w nasieniu niepłodnych mężczyzn informował  
o  hipometylacji H19 u osobników z oligozoospermią, natomiast samce z prawidłowym 
nasieniem posiadały całkowitą metylację w tym locus. Taka hipometylacja wpływa na jedno  
z miejsc wiązania CTCF. CTCF – czynnik wiążący, jest izolatorem białkowym, które wiąże 
się z niezmetylowanym matczynym H19 i zapobiega ponownemu piętnowaniu genów 
(Manning i wsp., 2001; Marques i wsp., 2004, 2011; Borghol i wsp., 2006).  
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 Hipometylacja w miejscach wiążących CTCF może prowadzić do dezaktywacji 
rodzicielskiej kopii IGF2, powodując bialleliczną represję w zarodku. Inne badanie 
potwierdza te ustalenia i rozszerzyło liczbę piętnowanych genów wykazujących błędy 
metylacji. Autorzy zaobserwowali zwiększoną częstość występowania błędów w piętnowaniu 
w nasieniu od samców z oligozoospermią, w dwóch zmetylowanych ojcowskich (H19  
i GTL2) i trzech zmetylowanych matecznych (PEG1/MEST, ZAC i SNRPN) piętnowanych 
genach. Globalna metylacja DNA plemników, oceniana na regionach LINE1 i Alu, miała 
normalny poziom sugerując, iż wady te zostały ograniczone do napiętnowanych genów 
(Kerjan i wsp., 2000). Błędy imprintingu, wynikające z całkowitego braku metylacji w genie 
H19 i całkowitego braku metylacji w genie MEST, występowały w nasieniu samców o bardzo 
niskiej koncentracji plemników w ejakulacie. Ponadto, na podstawie analizy poziomu 
metylacji elementu LINE1 transpozonu, wykazano, iż hipometylacja jest ograniczona do 
napiętnowanych genów (Kobayashi i wsp., 2007; Marques i wsp., 2008, 2011). 
 Inne analizy wykazały błędy metylacji w piętnowanych genach w plemnikach osobników 
z oligozoospermią, ale również z nieprawidłową wymianą protamin (zmieniony stosunek 
P1:P2). Co ciekawe, w jednym z badań również stwierdzono silny związek między obniżoną 
metylacją w szóstym miejscu wiązania CTCF a zmniejszoną liczbą plemników, tak jak 
opisano to wcześniej (Sharma i Agarwal, 2011). Przeprowadzono także badania nasienia 
izolowanego z jąder osobników azoospermicznych, aby ocenić ich status imprintingu. Błędy 
piętnowania, takie jak całkowity brak metylacji w H19 i 6-miejsce wiązania CTCF zostały 
stwierdzone w plemnikach samców cechujących się wydzielniczą azoospermią z powodu 
germinalnego niedorozwoju (Borghol i wsp., 2006; Marques i wsp., 2011). 
 Różne typy błędów imprintingowych zostały stwierdzone w plemnikach niepłodnych 
pacjentów prezentujących nieprawidłowe parametry spermiogramu, takie jak 
oligozoospermia. Odpowiednie ustalenia znaków imprintingowych podczas męskiej i żeńskiej 
gametogenezy jest niezbędne do prawidłowej ekspresji tych genów w zarodku, a także 
później. Geny piętna rodzicielskiego odgrywają ważną rolę w regulacji wzrostu i rozwoju, 
zwłaszcza w regulacji wzrostu embrionów i funkcji łożyska (Arnaud i Feil, 2005). Nie ma 
dowodów na istnienie mechanizmu naprawy, który mógłby poprawić błędy piętna 
transmitowanego przez gamety, a zatem jest prawdopodobne, że zarodki uzyskane 
z nasienia, które posiada nieprawidłowe piętno będą rozwojowo nienaturalne. Stwierdzono, iż 
jest zatem wskazane, aby analizę metylacji imprintingowanych genów dodać do 
spermiogramu samców z zaburzeniami płodności, zwłaszcza w przypadkach, w których 
wykryto ciężką oligozoospermię (Rossignol i wsp., 2008)  
 Błędy imprintingu w rozwoju płodu zostały opisane w kilku publikacjach. W każdej  
z nich udowodniono ich związek z występowaniem różnych zmian patologicznych u płodu.  
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Niektóre badania sugerują również, iż zastosowanie ART (ang. Assisted Reproductive 
Technology - technik wspomaganego rozrodu) zwiększa ryzyko chorób imprintingowych. 
Udowodniono między innymi, że nieprawidłowa metylacja genu H19 w oligospermii 
mężczyzn jest związana z występowaniem zespołu Beckwitha-Wiedemanna u potomstwa. 
Obniżenie metylacji całego genomu plemnika jest związane ze słabą jakością zarodków  
u szczurów, zaś u ludzi z występowaniem wczesnych poronień w przypadku ciąż uzyskanych 
na drodze IVF (In Vitro Fertilisation) (Marques i wsp., 2004). Do podobnych wniosków 
doszli Benchaib i wsp. (2003). Autorzy zastosowali immunobarwienie 5-metylocytozyną jako 
wskaźnik wzoru metylacji genomu plemnika. Udowodnili, iż zmniejszona globalna metylacja 
w próbkach nasienia pochodzących od zdrowych mężczyzn ma wpływ na patologiczny 
przebieg ciąży IVF. 
 Epigenetyczna regulacja DNA na drodze kondensacji do jądra plemnika bezpośrednio 
wpływa na funkcjonowanie dojrzałej samczej gamety. Defekt na którymkolwiek etapie tego 
procesu może objawić się niepłodnością u samców. Ponadto nieprawidłowa wymiana 
histonów na protaminy wpływa na jakość nasienia i jakość embrionów uzyskanych na drodze 
zapłodnienia naturalnego, jak i in vitro. Obecna wiedza na temat roli czynników 
genetycznych i epigenetycznych w nasieniu przyczynia się do rozwoju badań nad 
zaburzeniami embriogenezy. Znaczenie czynników epigenetycznych i genetycznych podczas 
dojrzewania plemników ma istotny wpływ na zdolność do zapłodnienia oocytu  
i prawidłowego rozwoju zarodka (Mitchell i wsp., 2005; Dada i wsp., 2012; Tvrda i wsp.,  
2015). 
 Stale aktualnym i rozwijającym się obszarem zainteresowania w dziedzinie kondensacji 
chromatyny plemników jest wyjaśnienie, jak protaminacja i zatrzymane histony wpływają na 
epigenetyczny stan dojrzałego plemnika (Carrell i Hammoud, 2010; Jenkins i wsp., 2011).  
W związku z tym, pośrednie metody oceny ilości protamin i pomiarów struktury chromatyny 
(integralności DNA lub chromatyny) na podstawie różnych sposobów barwienia zyskują 
obecnie szerokie zastosowanie (Bianchi i wsp., 1996; Iranpour i wsp., 2000; Kazerooni  
i wsp., 2009). W dostępnej literaturze są badania, które wskazują na wykorzystanie na 
nasieniu ludzkim technik barwienia oceniających jakość chromatyny plemników do 
przewidywania szybkości zapłodnienia u pacjentów poddawanych docytoplazmatycznemu 
wstrzyknięciu plemnika (ICSI) oraz zapłodnienia in vitro (IVF) (Lolis i wsp., 1996;  
Nasr-Esfahani i wsp., 2005). Nadal liczba podobnych analiz prowadzonych u zwierząt jest 
ograniczona. Dlatego też warto wykonać podobne badania sondażowe u zwierząt, a zwłaszcza 
tych użytkowanych inseminacyjnie, ze szczególnym uwzględnieniem osobników młodych, 
rozpoczynających eksploatację, aby wyeliminować reproduktory, które mogą wykazywać 
obniżoną skuteczność zapłodnień. 
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 Rola modyfikacji epigenetycznych dotycząca prawidłowego i nieprawidłowego rozwoju 
komórek rozrodczych wciąż wymaga dalszych badań, aby naukowcy mogli lepiej zrozumieć 
ten mechanizm. Badania dotyczące sekwencjonowania całego genomu mogą służyć pomocą 
w określaniu, które typy zmetylowanych sekwencji są najbardziej wrażliwe na działanie 
czynników wewnętrznych lub zewnętrznych. Pomimo odmetylowania całego genomu, które 
odbywa się w ramach linii zarodkowej, nadal istnieją pewne obawy, iż niektóre defekty 
epigenetyczne mogą zostać przekazywane z pokolenia na pokolenie. Niestety, coraz więcej 
badań zaczyna potwierdzać tę niepokojącą hipotezę. Nasza ograniczona jeszcze wiedza w tym 
zakresie wymaga lepszego zrozumienia występujących wzajemnych oddziaływań pomiędzy 
różnymi modyfikacjami epigenetycznymi i enzymami, które biorą udział w prawidłowym 
rozwoju męskich komórek płciowych, a także, jakie zmiany mogą okazać się ważne dla 
rozwoju zarodka. 
 Wszystko przemawia za tym, aby naukowcy coraz bardziej interesowali się tematyką 
epigenetyki oraz jej mechanizmami i w dalszym ciągu prowadzili badania w tym kierunku, 
które będą obejmować nie tylko płodność osobników, ale również wpływ wszystkich 
powszechnie występujących  czynników (związki chemiczne, czy też nawet aktywność 
fizyczna organizmu) na genom osobnika. W związku ze wzrostem liczby chorób 
dotykających naszą cywilizację, wydaje się być niezbędnym zgłębianie tak ważnej dziedziny 
genetyki, która co prawda wydaje się być stosunkowo młoda, ale jej wpływ na nasze życie  
i życie naszego potomstwa, może okazać się zaskakująco istotny.  
 
2.3. Wpływ techniki barwienia 
 
 Temat oceny morfologii plemników u ludzi, jako narzędzie diagnostyki służące do oceny 
potencjału płodności zapoczątkowano w 1900 roku. Wówczas odkryto, iż w jednym 
ejakulacie występują formy prawidłowe, jak i patologiczne (Menkveld i Kruger, 1996; 
Menkveld i wsp., 2011). Od tamtej pory problematyka diagnostyki nasienia u ludzi, a także  
u zwierząt stanowi temat ciągłych badań i rozważań. Badacze stale prowadzą badania oraz 
poszukiwania dokładniejszych metod i technik oceny, które pozwoliłyby na precyzyjniejszą 
ocenę czy diagnostykę nasienia. W poniższym rozdziale zostaną opisane techniki barwienia 
pozwalające na ocenę morfologii plemników, jak również ich materiału genetycznego. 
Precyzyjna diagnostyka ejakulatów jest konieczna w przewidywaniu płodności samców, 
zarówno ludzi, jak i zwierząt oraz ma istotne znaczenie w optymalizacji i maksymalizacji ich 
zdolności reprodukcyjnej, zarówno w naturalnych warunkach, jak i w technikach 
wspomaganego rozrodu (Rodriguez i wsp., 2001). Budowa morfologiczna plemników jest 
stale ważnym parametrem w przewidywaniu płodności (Keel i wsp., 2002; Oral i wsp., 2002; 
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Maree i wsp., 2010; Lasiene i wsp., 2013). Przy dużym znaczeniu pozostałych, 
podstawowych parametrów nasienia, do których zaliczane są ruchliwość i koncentracja, to 
jednak budowa morfologiczna wydaje się mieć najistotniejsze znaczenie, zwłaszcza  
w aspekcie coraz szerzej stosowanej inseminacji (Singh i wsp., 2011). Plemniki  
o nieprawidłowej, pod względem morfologicznym budowie, nie są zdolne do pokonania drogi 
do oocytu i w efekcie nie mają zdolności zapładniającej (Tasdemir i wsp., 2002). Przy 
określaniu zdolności zapładniającej nawet plemniki wykazujące prawidłowy ruch, ale mające 
np. defekty główki nie są zdolne do zapłodnienia (Morales i wsp., 1988). U wszystkich 
gatunków, plemniki traktowane są jako prawidłowe, jeżeli mieszczą się w klasyfikacji dla 
konkretnego gatunku, obejmującej kształt i wielkość główki, wstawki i witki (Haidl i Schill, 
1993).  
Mikroskopowa analiza ejakulatów dowodzi, że morfologia plemników, nawet w obrębie 
tego samego ejakulatu, nie jest jednorodna. W ejakulacie stwierdza się plemniki różniące się 
kształtem i rozmiarem, co jest utrudnieniem podczas diagnostyki płodności (Gago i wsp., 
1998; Banaszewska i wsp., 2011). Konieczne jest, w związku z tym, opracowanie 
odpowiedniej dla każdego gatunku metody oceny morfologii plemników oraz standaryzacja 
tej metody. Pełna analiza morfologiczna męskiej gamety powinna wyraźnie wskazywać na jej 
zdolność do zapłodnienia, której za wyjątkiem np. asthenozoospermii, azoospermii lub 
teratozoospermii rutynowa ocena morfologii nie dostarcza (Menkveld i wsp., 2011).  
Z pojęciem morfologii bardzo ściśle związana jest morfometria plemników, która dla wielu 
autorów ma bezpośredni związek z płodnością i potencjałem rozrodczym samców (Casey  
i wsp., 1997; Chan i wsp., 1999; Hirai, 2001; Esteso i wsp., 2006; Nunez- Martinez i wsp., 
2007; Gosz i wsp., 2010). Według badań klinicznych plemniki niepłodnych mężczyzn mają 
główki o większych wymiarach. Stwierdzono również wyższy współczynnik długości do 
szerokości główki plemnika u mężczyzn z zaburzeniami płodności (Katz i wsp., 1986). 
Doświadczenia i analizy dotyczące materiału ludzkiego znajdują potwierdzenie w badaniach  
z dziedziny biologii rozrodu zwierząt. Różnice w wymiarach główek plemników samców 
płodnych w stosunku do osobników niepłodnych lub tych z obniżoną płodnością, stwierdzono 
u buhajów, ogierów, knurów i psów. Zwierzęta, których plemniki miały mniejsze główki były 
bardziej płodne. Jedynie w przypadku królików wymiary morfometryczne nie mają 
odzwierciedlenia w prognozowaniu płodności (Niżański i Klimowicz, 2005; Niżański i wsp.,  
2006; Antończyk, 2012). Istnieją dwie teorie dotyczące kształtu główki. Thurston i wsp. 
(2001) podtrzymują, że jest on uwarunkowany genetycznie i determinowany przede 
wszystkim podczas spermatogenezy. Coraz częściej ten pogląd jest jednak dyskutowany. 
Większość badaczy uważa, że kształt główki może zależeć przede wszystkim od czynników 
epigenetycznych i jest on determinowany podczas spermiogenezy. Stwierdzono, że na tym 
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etapie dochodzi do powstania różnych pod względem morfologicznym gamet, kiedy to 
czynnik genetyczny w sposób istotny wpływa na strukturę i wielkość komórki, ale jest on 
modyfikowany czynnikami środowiskowymi i procesem zastępowania histonów protaminami 
(Pĕna i wsp., 2005). Autorzy publikacji dowodzą, że nieprawidłowy kształt główki związany 
z zaburzoną kondensacją chromatyny może skutkować obecnością w nasieniu plemników  
z główką wydłużoną i zwężoną. Plemniki o nieprawidłowym kształcie główki mogą mieć  
w konsekwencji zaburzenia funkcjonalne w postaci dysfunkcyjnej struktury chromatyny lub 
fragmentacji DNA (Dadoune i wsp., 1988; Gandini i wsp., 2000; Prisant i wsp., 2007; Auger, 
2010; Andraszek i wsp., 2014a; Banaszewska i wsp., 2015a). Znajomość 
wartościreferencyjnych parametrów morfometrycznych plemników wpływa na rozszerzenie 
wiedzy o faktycznej zdolności plemników do zapłodnienia naturalnego oraz in vivo, a także 
pozwala określić reakcję nasienia i plemników na kriokonserwację i przydatność do tego 
procesu (Jeulin i wsp., 1986; Hirano i wsp., 2001; Antończyk, 2012). Ocena morfologiczna  
i morfometryczna plemników może również wskazywać na prawidłowość funkcjonowania 
akrosomu. Zdolność plemników do kapacytancji ma istotne znaczenie  
w procesie zapłodnienia. Akrosom bierze udział w reakcji akrosomalnej i uwolnienia 
enzymów hydrolitycznych przez zewnętrzną warstwę komórki jajowej (Nikolettos i wsp., 
1999). Badania wykazały, że ocena morfologiczna prawidłowej budowy akrosomu daje 
możliwość lepszego przewidywania skuteczności zapłodnienia (Nikolettos i wsp., 1999; 
McAlister, 2010; Menkveld i wsp., 2011). W tym kontekście szczególnego znaczenia nabiera 
określenie prawidłowości budowy główki plemnika, ponieważ jej wielkość i kształt są 
ważnym kryterium przy klasyfikacji plemników o prawidłowej budowie morfologicznej lub 
przy określaniu nieprawidłowości w ich budowie. W badaniach wielu autorów wykazano 
większe, średnie wymiary główek plemników w nasieniu o nieprawidłowej morfologii  
w porównaniu do komórek rozrodczych z ejakulatów prawidłowych (Katz i wsp., 1986; 
Casey i wsp, 1997; Antończyk, 2012). Jednak nie tylko wielkość główki wpływa na 
skuteczność zapłodnienia, istotne są też wymiary oraz prawidłowe funkcjonowanie witki  
i wstawki. Plemniki o dłuższej witce mają większe możliwości zapłodnienia ze względu na 
zwiększone możliwości ruchowe (Antończyk, 2012; Gontarz i wsp., 2016). Przyczyn 
nieprawidłowej morfologii plemników jest bardzo wiele. Nieprawidłowości mogą być 
związane z zaburzeniami struktury DNA, które mogą bezpośrednio prowadzić do obniżonej 
zdolności zapładniającej nasienia (Mortimer i Mortimer, 1990) lub obniżonej jakości 
zarodków (Tasdemir i wsp., 1997; Said i wsp., 2005).  
Plemniki ssaków charakteryzują się małymi wymiarami i zwartą, bardzo skondensowaną 
strukturą chromatyny. Skutkuje to niewielkimi rozmiarami jądra komórkowego,  
a w konsekwencji główki, co powoduje trudności w dostrzeżeniu szczegółów budowy 
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morfologicznej w badaniach z użyciem mikroskopu świetlnego (Bielańska-Osuchowska  
i Sysa, 1998; Andraszek i Smalec, 2011; Andraszek i wsp., 2014b).  
 Najpopularniejsze techniki barwienia stosowane do oceny morfologii plemników 
wykorzystują najczęściej jedynie mikroskop świetlny. Poszukiwania jak najlepszej metody do 
diagnostyki nasienia doprowadziły do stosowania barwienia plemników wieloma technikami. 
Żadna z technik barwienia nie jest jednak metodą pozbawioną błędów, przede wszystkim  
w interpretacji wyników. Różnice w wynikach oceny wynikające między innymi z różnic 
podczas przygotowania materiału, stosowanego barwnika, procedury utrwalania, temperatury 
podczas wykonywania analizy oraz jakości sprzętu, mogą sięgać nawet 30-60% (Iguer-
Ouada, 2001; Rijsselaere i wsp., 2004, 2007). W przypadku diagnostyki oceny nasienia 
ludzkiego często preferowane jest przygotowanie preparatów według metodyki opracowanej 
przez Papanicolaou (Menkveld i wsp., 1990; WHO, 1999, 2010). Do oceny nasienia zwierząt 
zwykle stosuje się prostą metodę barwienia preparatów kompleksem eozyny i barwnika 
gencjanowego (Kondracki i wsp., 2005, 2006; Banaszewska i wsp., 2011, 2015c,d,e,f; Łącka  
i wsp., 2016), natomiast do analizy nasienia zarówno ludzi, jak i zwierząt coraz powszechniej 
stosuje się barwienie SpermBlue® (Van der Horst i Maree, 2009). Do oceny nasienia różnych 
gatunków zwierząt zalecenia nie są jednolite i w przeciwieństwie do oceny plemników 
ludzkich, gdzie są wyraźne zalecenia WHO, istnieje duża dowolność. Głównym problemem 
w ocenie morfologii i morfometrii plemników zwierząt jest brak standaryzacji. Istnieją 
wprawdzie pewne wytyczne. Dla przykładu według zaleceń Society for Theriogenology 
(SFT) morfologia nasienia ogiera powinna być wykonywana na mokro, na niebarwionych 
preparatach z zastosowaniem  mikroskopu świetlnego wyposażonego w kontrast fazowy 
(Kenney i wsp., 1983). Niestety większość laboratoriów nie dysponuje wysokiej klasy 
mikroskopem fazowym i nasienie ogiera oceniane jest po zabarwieniu kompleksem eozyna  
i barwnik gencjanowy, który jest natomiast rekomendowany przez SFT do oceny plemników 
buhaja (Chenoweth i wsp., 1992). Dokładność oceny morfologii plemników zależy od 
staranności przygotowania preparatów, utrwalania i barwienia plemników, ponieważ ma to 
wpływ na morfometrię główki i całego plemnika (Davis i Gravance, 1993; Meschede, 1993; 
Menkveld, 2007; Łukaszewicz i wsp., 2008; Banaszewska i wsp., 2015b,c,d,e,f). Fakt ten 
podnosi rangę wyboru techniki barwienia preparatu, ponieważ stosowana metoda powinna jak 
najmniej ingerować w strukturę barwionych komórek, jednocześnie pokazując wyraźne 
granice główki i pozostałych elementów budowy plemnika w celu dokładnej identyfikacji 
każdej z tych części (Maree i wsp., 2010). 
Badacze coraz częściej podkreślają czułość i przydatność oceny morfologicznej plemnika 
jako prognostycznego czynnika w diagnozowaniu płodności zwłaszcza przy zastosowaniu 
ścisłych kryteriów Tygerberg, które w najbardziej precyzyjny sposób charakteryzują główkę 
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plemnika (Kruger i wsp., 1986; Menkveld i wsp., 1990; Coetzee i wsp., 2001; Kruger i wsp., 
2004; Van der Horst i Maree, 2005, Banaszewska i wsp., 2015c,d,e,f). Kryterium Tygerberg 
precyzuje cztery indeksy kształtu charakteryzujące główkę plemnika: eliptyczność, 
wydłużenie, pofałdowanie i regularność. Indeks eliptyczności różnicuje główki plemnika na 
cienkie i stożkowe. Im wyższa wartość indeksu, tym cieńsza główka plemnika. Wydłużenie 
określa stopień zaokrąglenia główki. Jeżeli wartość indeksu jest równa zero, główki są 
okrągłe. Indeks pofałdowania identyfikuje główki o nierównej powierzchni błony 
komórkowej, chropowate i bezpostaciowe, niekiedy określane mianem amorficznych. Im 
niższa wartość tego indeksu, tym powierzchnia główki jest bardziej pofałdowana. 
Regularność natomiast określa prawidłowość kształtu główki i identyfikuje główki plemnika 
o tzw. „gruszkowatym” kształcie (Kruger i wsp., 2004; Maree i wsp., 2010). Ocena 
plemników według ścisłych kryteriów Tygerberg wykorzystywana jest m.in. przy 
zastosowaniu technik wspomaganego rozrodu, rozpoznawaniu biomarkerów dysfunkcji 
plemników oraz przewidywaniu potencjału płodności samca. Potwierdzono, że 
nieprawidłowy kształt główki związany na przykład z zaburzoną kondensacją chromatyny 
może skutkować obecnością w nasieniu plemników z główką wydłużoną i zwężoną. W tym 
kontekście szczególnego znaczenia nabiera określenie prawidłowości budowy główki 
plemnika, ponieważ rozmiar i kształt główki jest ważnym kryterium przy klasyfikacji 
plemników o prawidłowej budowie morfologicznej lub przy określaniu nieprawidłowości  
w ich budowie w przypadku określania ich zdolności zapładniającej (Maree i wsp., 2010).  
Przy rutynowej ocenie morfologii plemników bydła i świń, najczęściej stosowanym 
kompleksem jest kompleks eozyna-barwnik gencjanowy, bądź kompleks eozyna - nigrozyna. 
Prace Kondrackiego i wsp. (2006) oraz Banaszewskiej i wsp. (2011) wykazują, iż tego typu 
barwienie stanowi standardową technikę oceny morfologii nasienia zwierząt gospodarskich, 
które jest stosowane u rozpłodników przebywających w Stacjach Hodowli i Unasieniania 
Zwierząt. Dodatkowo, technika z nigrozyną umożliwia także identyfikację plemników 
żywych i martwych (Sprecher i Coe, 1996; Zambelli i Cunto, 2006; Freneau i wsp., 2010). 
Barwienie kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy pozwala na dokładne zaobserwowanie 
główki plemnika, lecz powoduje trudności w zaobserwowaniu zasięgu akrosomu oraz 
wstawki (Banaszewska i wsp. 2015c,e). Ponadto barwienie kompleksem eozyna-nigrozyna 
było kiedyś rekomendowane przez WHO, jako podstawowa metoda oceny morfologii 
plemników człowieka (Björndahl i wsp. 2003, 2004). Obecnie te rekomendacje zostały 
zmienione (WHO, 2010) 
Metoda barwienia opracowana przez Papanicolaou jest rekomendowana przez WHO  
i powszechnie stosowana w laboratoriach andrologicznych i klinikach leczenia bezpłodności. 
Technika wymaga zastosowania pięciu barwników w trzech rozcieńczeniach. W materiale 
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ludzkim technika ta pozwala na identyfikację akrosomu i obszaru postakrosomowego  
w obrębie główki plemnika, kropli cytoplazmatycznych, wstawki i witki (WHO, 1999, 2010). 
Jądra plemników wybarwiają się na intensywny niebieski kolor, a cytoplazma na różne 
odcienie niebieskiego, pomarańczowy, różowy lub czerwony kolor. Chociaż ta metoda 
barwienia pozwala na zadowalającą wizualizacje plemnika to jest bardzo czasochłonna oraz 
stosunkowo kosztowna (Kellogg i wsp., 1996). Metoda ta, chociaż zalecana przez WHO do 
oceny jakości ludzkiego nasienia (WHO, 2010), niestety nie pozwala na uzyskanie 
pożądanych rezultatów w przypadku nasienia buhajów i ogierów. Badanie wykonane przez 
Banaszewską i wsp. (2015c,e)  potwierdzają ten wniosek. Autorki w celu identyfikacji 
wakuol zalecają przeprowadzenie modyfikacji metody Papanicolaou, która pozwoli na 
obserwację jasnych niebieskich plam w regionie akrosomu oraz ciemnych niebieskich  
w postakrosomalnym regionie główki plemnika. Wymagałoby to jednak wydłużenia i tak 
długiego procesu barwienia.  
Inną metodą barwienia stosowaną w ludzkim nasieniu jest Rapidiff®. Technika ta należy 
do metod szybkich i prostych. Procedura ta została wprowadzona przez Krugera i wsp. 
(1987), gdyż okazało się, iż metoda jest porównywalna z techniką barwienia Papanicolaou. 
Niestety wadą tej metody jest dosyć silne zabarwienie tła, które może powodować utrudnioną 
analizę. Ponadto różnice w ciśnieniu osmotycznym mogą wpływać w sposób znaczący na 
liczbę obrzękniętych główek plemników ocenianych za pomocą Rapidiff® (Henkel i wsp., 
2008) 
Natomiast zdecydowanie prostszą i szybszą techniką jest barwienie SpermBlue®, która 
także identyfikuje poszczególne struktury plemnika, i która została wprowadzona na rynek 
dosyć niedawno. Istnieją badania, które sugerują, iż metoda ta jest bardziej efektywna niż 
skomplikowane barwienie Papanicolaou (Van der Horst i Maree, 2009) i jest techniką 
sugerowaną do oceny ludzkich plemników (WHO, 2010). SpermBlue® jest rekomendowane 
zarówno dla świeżego, jak i mrożonego nasienia, a wykonane badania sugerują, że technika ta 
pozwala na otrzymanie lepszych rezultatów niż barwienie za pomocą Papanicolaou czy 
pozostałych technik (Van der Horst i Maree, 2009). W plemnikach zwierząt metoda ta bardzo 
dobrze wybarwia główki plemników, lecz tak jak w przypadku barwienia Papanicolaou, 
pojawiają się problemy z analizą wstawki i witki, gdyż obszary te wybarwiają się mniej 
intensywnie niż główka plemnika. Jedną z pozytywnych cech barwienia tą metodą jest fakt, iż 
nie wybarwia ona tła, co może powodować zamaskowanie pewnych granic w plemnikach,  
a tym samym utrudnić ich analizę, co zostało potwierdzone w badaniach plemników buhaja  
i ogiera przeprowadzonych przez Banaszewską i wsp. (2015c,e).  
Jedną z technik eksperymentalnych, która została wykorzystana w niniejszej pracy, jest 
barwienie plemników koloidowym roztworem azotanu srebra (AgNO3). Jest to technika 
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standardowo wykorzystywana do identyfikacji obszarów jąderkotwórczych w chromosomach 
mitotycznych (Goodpasture i Bloom, 1975; Howell i Black, 1980). Dzięki modyfikacjom 
podstawowej metodyki, opracowanym przez pracowników Katedry Genetyki i Hodowli Koni, 
Uniwersytetu Przyrodniczo-Humanistycznego w Siedlcach, może być ona stosowana  
z powodzeniem do identyfikowania szczegółów morfologicznych plemników ssaków 
(Andraszek i Smalec, 2011; Andraszek i wsp., 2014b, Banaszewska i wsp, 2015c,d,e), ptaków 
(Andraszek i wsp., 2018) i owadów (Gontarz i wsp., 2016). Opisywana technika pozwala na 
obserwację elementów budowy plemnika, które podczas najczęściej i rutynowo stosowanych 
metod barwienia nie są widoczne lub są słabo identyfikowane. W związku z tym, iż azotan 
srebra należy do barwników o charakterze zasadowym, wykorzystywany jest do identyfikacji 
kwaśnych białek chromatynowych oraz chromatyny organizatorów jąderkotwórczych  
i jąderek (Goodpasture i Bloom, 1975; Howell i Black, 1980; Andraszek i Smalec, 2007; 
Andraszek i wsp., 2009). Użycie tej techniki barwienia pozwala na ujawnienie więcej 
szczegółów w budowie morfologicznej plemnika, niż przy użyciu najczęściej stosowanych 
barwników o charakterze kwaśnym, takich jak wcześniej wspomniane eozyna i barwnik 
gencjanowy (Andraszek i Smalec, 2011). Metodę tę można zaliczyć to metod uniwersalnych. 
Może być zastosowana jako samodzielna, bądź jako uzupełnienie rutynowej diagnostyki. 
Ponadto do jednych z większych zalet tej metody należy prosta procedura oraz krótki czas 
barwienia i niskie koszty. Ocena i przygotowanie preparatów za pomocą tej metody sprawdza 
się przy nasieniu świeżym, bezpośrednio po pobraniu, jak i w przypadku nasienia mrożonego, 
utrwalonego lub zawiesiny komórkowej izolowanej z ogona najądrza lub jądra. Jej kolejną 
zaletą jest to, iż nie wymaga specjalistycznego sprzętu, lecz tylko mikroskopu świetlnego, co 
pozwala na większą możliwość do zastosowania jej nawet w laboratoriach nie dysponujących 
dużymi środkami finansowymi.  
Znajdujące się w główce plemnika białka mają charakter alkaliczny, stąd po zastosowaniu 
azotanu srebra część akrosomalna główki wybarwia się w mniejszym stopniu niż jej dystalna 
część. Barwienie to, ukazuje, iż chromatyna należąca do jądra plemnika ma inny skład  
w części akrosomalnej niż w regionie postakrosomalnym, który zawiera pozostałości 
kwaśnych białek oraz jąderka, które pozytywnie reagują z solami srebra (Andraszek  
i Smalec, 2011). Dodatkowo biochemiczne podstawy tego rodzaju barwienia są również 
przypisywane obecności białek sulhydrylowych (tiolowych), a także bogatych w wiązania 
disiarczkowe białek chromatynowych (Elder i Hsu, 1981; Bongso, 1983; Andraszek i Smalec, 
2011; Andraszek i wsp., 2014b). Akrosom należy do jednych z ważniejszych struktur 
morfologii plemnika pod względem funkcjonalnym, dlatego też diagnoza jego zasięgu oraz 
prawidłowej budowy na podstawienie techniki barwienia, która pozwala na jego wyraźną 
identyfikację stanowi duży postęp w ocenie morfologii nasienia (Menkveld i wsp., 1996). 
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Dzięki barwieniu azotanem srebra jest to możliwe (Andraszek i wsp., 2014b; Banaszewska  
i wsp, 2015c,d,e). Niestety, niewiele badań w tym zakresie jest prowadzonych na zwierzętach, 
choć jak wiadomo, część akrosomowa plemnika należy do struktur, które spełniają bardzo 
ważną funkcję podczas procesu zapłodnienia, co wpływa na znaczenie prawidłowości jego 
budowy, szczególnie u zwierząt użytkowanych w stacjach inseminacyjnych. Uszkodzenia, 
starzenie się komórki rozrodczej na poziome cytogenetycznym, czy również wszelkiego 
rodzaju morfologiczne nieprawidłowości plemnika mogą wpływać na zaburzenia 
integralności akrosomu (Elder i Hsu, 1981; Bongso, 1983). W odniesieniu do plemników 
technika ta nie jest jeszcze stosowana w szerokim zakresie, o czym świadczy mała liczba 
publikacji opisujących zastosowanie tej metody w analizie plemników.  
Niestety, istnieje wiele wad nasienia, które nie są wykrywane na poziomie 
morfologicznym. Są to głównie patologiczne zmiany struktury chromatyny plemnika  
i fragmentacja jego DNA. Analiza tych zmian jest istotna, ponieważ plemniki posiadające 
wadliwą strukturę materiału genetycznego mogą wykazywać prawidłowy obraz 
morfologiczny i morfometryczny.  
Do testów stwierdzających uszkodzenie DNA, należy barwienie oranżem akrydyny. 
Barwnik ten określa stabilność chromatyny znajdującej się w główce plemnika w środowisku 
kwaśnym. Fluorochrom w połączeniu z DNA natywnym wykazuje zieloną fluorescencję, 
natomiast w połączeniu z uszkodzonym, jednoniciowym DNA fluoryzuje na pomarańczowo 
(Tejda i wsp., 1984; Kazerooni i wsp., 2009; Andraszek i wsp., 2014a). Plemniki, które 
zawierały zdenaturowany, jednoniciowy DNA wpływają na zmniejszenie skuteczności 
zapłodnienia, a także na jakość zarodków uzyskiwanych in vitro (Evenson i wsp., 1999, 
2000). Badania te potwierdzono między innymi u buhajów (Bochenek i wsp., 2001). 
Kolejnymi barwieniami pozwalającymi na szybką ocenę jakości chromatyny w plemnikach 
jest barwienie błękitem aniliny oraz chromomycyną A3. Plemniki o zbyt wysokim poziomie 
histonów barwią się na intensywny granatowy lub ciemnoniebieski kolor, natomiast plemniki 
o prawidłowej retencji histonów są jasnoniebieskie (Franken i wsp., 1999, Wong i wsp., 
2008). Pierwsze z barwień pozwala na ujawnienie nieprawidłowej, czyli zbyt wysokiej 
zawartości histonów w plemniku. Plemniki o takiej strukturze są bardziej podatne na 
uszkodzenia DNA oraz zaburzenia stabilności chromatyny. Stwierdzono, że wady na 
poziomie chromatyny wynikające z nieprawidłowego zastępowania histonów korelują 
dodatnio z zamieralnością zarodków i płodów oraz z wczesnymi poronieniami (Hammadeh  
i wsp., 2001; Kazerooni i wsp., 2009). Natomiast barwienie wykorzystujące chromomycynę 
A3 umożliwia wykrywanie plemników o niskiej kondensacji chromatyny, która powstała na 
skutek nieprawidłowej protaminacji. Jednakże, wielu badaczy wykazuje obawy odnośnie tej 
metody barwienia, ponieważ jego celem stają się także każde dostępne dinukleotydy G-C. 
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Podwyższona dostępność chromomycyny dla tych kompleksów może być wynikiem wielu 
czynników, np. gdy DNA zostaje uszkodzone z powodu niedoboru protamin (Hammadeh  
i wsp. 2001; Kazerooni i wsp. 2009). Udowodniono, iż liczba plemników pozytywnie 
wybarwionych  CMA3 i AB jest wyższa u osobników z zaburzona płodnością. W związku  
z tym, iż oba testy związane są z jakością chromatyny znajdującej się w plemnikach, na 
podstawie tego można wnioskować, iż nasienie pochodzące od osobników, których rodzice 
wykazywali spontanicznie nawracające poronienia, posiada niską jakość chromatyny,  
a w szczególności występuje w nim deficyt protamin. Dodatkowo, okazało się, iż żywotność 
oraz nieprawidłowa morfologia plemników są skorelowane z procentem plemników 
pozytywnie wybarwionych CMA3 oraz AB (Kazerooni i wsp. 2009). 
Podsumowując, ocena morfologii plemników może odbywać się przy zastosowaniu wielu 
technik chemicznych, biochemicznych i mikroskopowych. Używane są różne typy 
mikroskopów, od najprostszych, świetlnych po fluorescencyjne, elektronowe i skaningowe. 
Badacze mają do wyboru szybkie, proste testy lub, jeżeli istnieje taka konieczność, analizy 
bardziej skomplikowane i czasochłonne. Pomimo, iż znaczenie oceny morfologicznej 
plemników jest istotne, brak standaryzacji w technikach przygotowania, oceny i barwienia, 
powoduje, iż potencjał analityczny morfologii plemnika nie został jeszcze maksymalnie 
wykorzystany. Brak standaryzacji w technikach barwienia stosowanych do oceny wpływa na 
rozbieżności  w wielu badaniach porównawczych (Henkel i wsp., 2008; Maree i wsp., 2010). 
Rozwiązaniem wydają się być komputerowe systemy analizy nasienia (CASA), które 
ograniczają subiektywizm analizy, są one  jednak stosunkowo drogie i także nie pozbawione 
błędów wynikających z automatyzacji procesu analizy (Gago i wsp., 1998; Niżański i wsp., 
2006). 
Zasadniczym problemem jest to, że zastosowanie zróżnicowanych metod w odniesieniu 
do określonego materiału lub typu analizy wpływa na określenie liczby prawidłowych lub 
nieprawidłowych morfologicznie plemników oraz powoduje rozbieżności dotyczące ich 
wymiarów i indeksów morfometrycznych. W konsekwencji badany samiec w jednym 
laboratorium może być sklasyfikowany jako osobnik z prawidłową morfologią plemników,  
a w innym jako osobnik z zaburzeniami płodności (Gago i wsp., 1998). Jest to dużym 
utrudnieniem dla lekarzy medycyny ludzkiej i zwierzęcej porównujących wyniki analizy 
nasienia pochodzące z laboratoriów, wykorzystujących różne techniki analizy (McAlister, 
2010). Wprawdzie niektóre badania sugerują, że alternatywne techniki barwienia są skuteczne 
i dają porównywalny wynik, inne wykazały znaczące różnice w odniesieniu do intensywności 
barwienia i kontrastu, ale także, co najistotniejsze, w odniesieniu do rozmiaru i kształtu 
plemnika (Banaszewska i wsp., 2015c,d,e,f; Andraszek i wsp., 2018), a każdy oceniany 
parametr może mieć znaczący wpływ na wyniki oceny morfologicznej (Coetzee i wsp., 2001). 
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Te niewielkie różnice w ocenie barwienia są szczególnie problematyczne przy ocenie 
zaburzeń płodności w przypadkach, w których wartości parametrów morfologii wahają  
w obrębie granicznych wartości referencyjnych (Kruger i wsp., 2004). Różne metodyki 
barwienia wykorzystują zróżnicowane odczynniki chemiczne. Już utrwalenie nasienia na 
szkiełku mikroskopowym może zmienić strukturę plemnika. Stosowany w tym celu alkohol 
powoduje odwodnienie i obkurczenie główki plemnika. Wstępna inkubacja preparatów  
w roztworze fizjologicznym może działać na zasadzie roztworu hipotonicznego i powodować 
puchnięcie główki, wstawki i witki. Według danych literaturowych na morfometrię plemnika 
może wpływać także ciśnienie osmotyczne, czas barwienia, zamrażanie i rozmrażanie (Aziz  
i wsp., 1998; Andraszek i wsp., 2014a; Banaszewska i wsp., 2015c,d,e,f).  
Podczas działania czynników hipoosmotycznych, woda dostaje się do wnętrza plemnika  
w celu osiągnięcia równowagi osmotycznej. Ten napływ wody do wnętrza plemnika 
powoduje zwiększenie wymiarów główki, a na błonie komórkowej może pojawić się 
wybrzuszenie, powodując zaburzenie prawidłowego stosunku powierzchni do objętości. 
Odwrotnie dzieje się, gdy umieścimy plemniki w warunkach hiperosmotycznych. Następuje 
wtedy utrata wody i kurczenie się główki plemnika (Abraham-Peskir i wsp., 2002; Maree  
i wsp., 2010).  
O zróżnicowanych wymiarach główki plemnika może także decydować struktura  
i ułożenie mikrowłókien występujących w główce plemnika. Cytoszkielet główki plemnika 
składa się z białek jądra i otoczki jądrowej, które są częściowo odpowiedzialne za 
kształtowanie się jądra. W zależności od sposobu utrwalania preparatów i zastosowanego 
barwienia (utrwalenia) mogą występować zmiany w ułożeniu włókien aktyny w główce 
(Dvorakova i wsp., 2005).  
Używając zróżnicowanych technik przygotowania i barwienia preparatów można 
uchwycić pewne szczegóły budowy plemnika, których analiza jest utrudniona przy 
zastosowaniu rutynowych technik oceny nasienia. Problemem w ocenie morfologii  
i morfometrii nasienia jest brak standaryzacji w odniesieniu do stosowanych technik 
barwienia. Procedura barwienia oraz zastosowane odczynniki mogą w istotny sposób 
wpływać na wartość parametrów morfometrycznych plemnika. Stosowanie barwników  
o różnym pH, osmolarności oraz czas trwania procedury mogą wpływać na kształt i rozmiar 
plemników, a tym samym na wynik oceny morfologicznej nasienia. Zasadniczym problemem 
jest to, że wykorzystanie różnych technik barwienia w odniesieniu do określonego materiału 
lub typu analizy może wpłynąć na wynik liczby prawidłowych morfologicznie plemników  
i powodować rozbieżności dotyczące ich wymiarów. Brak ustalonych standardów użycia 
rożnych techniki barwienia jest bardzo aktualnym tematem w świetle literatury dotyczącej 
różnicowego barwienia plemników w celu oceny morfologicznej. Literatura przedmiotu 
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zwraca uwagę na fakt konieczności ustalenia lub opracowania barwienia, które  
w jednoznaczny i precyzyjny sposób umożliwi analizę morfologii i morfometrii plemnika 
zwierząt. Ponadto powinien być także opracowany standard przygotowania preparatów do 
oceny morfologicznej. Umożliwiłoby to porównywalność wyników między laboratoriami, co 
spowodowałoby zwiększenie wartości analizy morfologii plemników w przewidywaniu  
i w ocenie płodności.  
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3. Materiał i metody 
 
 Materiał badawczy stanowiło nasienie 40 knurów inseminacyjnych użytkowanych  
w Stacji Unasieniania Loch (SUL) w Teodorowie, jednostce podlegającej pod Mazowieckie 
Centrum Hodowli i Rozrodu Zwierząt Sp z o.o. z siedzibą w Łowiczu. Knury zostały 
podzielone na trzy grupy wiekowe:  
 grupa 1 – osobniki w wieku 7-8 miesięcy (10 sztuk) – zwierzęta młode, testowane jako 
knury inseminacyjne; 
 grupa 2 – osobniki w wieku 20-26 miesięcy (20 sztuk) – zwierzęta standardowo 
użytkowane jako knury inseminacyjne; 
 grupa 3 – osobniki w wieku powyżej 36 miesięcy (10 sztuk) – zwierzęta traktowane  
w SUL jako stare, ale nadal utrzymywane i użytkowane ze względu na preferencje 
lokalnych hodowców.   
 Wszystkie knury były zdrowe i użytkowane inseminacyjnie. Ich nasienie spełniało 
wymagane przez SUL normy morfologiczne dotyczące objętości, koncentracji i ruchliwości 
plemników. Od każdego z knurów analizowano próbki 10 ejakulatów. Próbki pobierano  
w odstępach 14 dni, w celu oceny plemników z kilku kolejnych procesów sprmatogenezy  
i spermiogenezy. Z próbek nierozcieńczonych ejakulatów, techniką rozmazu, na szkiełkach 
podstawowych o temperaturze 37°C wykonano preparaty mikroskopowe, które barwiono  
w celu oceny struktury chromatyny plemnika oraz w celu oceny wpływu techniki barwienia 
na parametry morfometryczne główki plemnika. Z każdej próbki wykonano 8 preparatów, 
łącznie analizie poddano 80 preparatów mikroskopowych od każdego osobnika. Gotowe, 
odpowiednio zabarwione i utrwalone preparaty oceniano stosując mikroskop fluorescencyjny 
Olympus BX50 o stukrotnym powiększeniu obiektywu. Do oceny i analizy preparatów 
zastosowano system analizy obrazu i program pomiarowy MultiScan firmy Computer 
Scanning Systems PL. Analizy statystyczne wykonano wykorzystując pakiet STATISTICA 
(STATISTICA 10.0, StatSoft Inc., PL). 
 
3.1. Ocena struktury chromatyny 
 
Ocenę struktury chromatyny plemników w zależności od wieku knura wykonano stosując 
trzy techniki barwienia. Barwienie błękitem aniliny (aniline blue – AB) i chromomycyną A3 
(chromomycin A3 – CMA3) oraz oranżem akrydyny (acridine orange AO). Błękit aniliny 
wykrywa obecność histonów w jądrze plemnika, chromomycyna jest fluorochromem 
stosowanym w identyfikacji plemników o zaburzonym procesie protaminacji, natomiast oranż 
akrydyny jest stosowany w celu identyfikacji uszkodzeń DNA. Od każdego knura oceniono  
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6 tysięcy plemników (200 plemników x 10 ejakulatów x 3 techniki). Łącznie, realizując ocenę 
struktury chromatyny, oceniono 240 tysięcy plemników.  
 
3.1.1. Barwienie błękitem aniliny 
Barwienie wykonano zgodnie z procedurą zaproponowaną przez Franken’a i wsp. (1999). 
Preparaty inkubowano 30 minut w 3% zbuforowanym aldehydzie glutarowym  
w temperaturze pokojowej. Po dokładnym opłukaniu wodą destylowaną, preparaty barwiono 
5% roztworem błękitu aniliny w 4% kwasie octowym (pH 3,5) przez 5 minut. Następnie 
preparaty ponownie były płukane i podbarwiane w 0,5% wodnym roztworze eozyny przez  
1 minutę. Podbarwienie eozyną jest modyfikacją, którą zaproponował Wong i wsp. (2008) 
w celu wzmocnienia zabarwienia plemników. Analizowano obecność plemników  
z prawidłową zawartością histonów (jasne, niebieskie zabarwienie) i ze zbyt wysoką 
zawartością histonów (intensywne, niebieskie zabarwienie). 
Stosowane odczynniki: 
 Błękit aniliny (Sigma-Aldrich) 
 Aldehyd glutarowy (Sigma-Aldrich) 
 Kwas octowy lodowaty 99,5% (Chempur) 
 Bufor fosforanowy 
- Wodorofosforan sodowy (Chempur) 
- Dwuwodorofosforan sodowy (Chempur) 
 Eozyna B (Roth) 
 Woda destylowana 
 
3.1.2. Barwienie chromomycyną A3  
Preparaty barwiono według metodyki Lolis i wsp. (1996). Preparaty wstępnie 
inkubowano w utrwalaczu Carnoy’a (metanol i kwas octowy w proporcjach 3:1)  
w temperaturze 40
oC przez okres 5 minut. Na suche szkiełka nanoszono 100 µl roztworu 
chromomycyny A3 (0,25 mg/ml w buforze McIlvaine o  pH 7,0, zawierającym 10 mM 
chlorek magnezu). Barwienie prowadzono bez dostępu światła przez 20 minut. Następnie 
preparaty płukano w buforze McIlvane i zbuforowanym glicerolu. Kolejnym krokiem była 
analiza udziału plemników z prawidłową kondensacją chromatyny (wytłumiona zielona 
fluorescencja) i nieprawidłową kondensacją chromatyny (intensywna zielona fluorescencja). 
 Stosowane odczynniki: 
 Chromomycyna A3 
 Metanol ≥ 99.8% czda (Chempur) 
 Kwas octowy lodowaty 99,5% (Chempur) 
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 Bufor McIlvaine 
- Kwas cytrynowy (Chempur) 
- Wodorofosforan sodowy (Chempur) 
 Chlorek magnezu (Chempur) 
 Glicerol (Chempur) 
 
3.1.3. Barwienie oranżem akrydyny  
Barwienie wykonano zgodnie z procedurą opisaną przez Tejda i  wsp. (1984). Roztwór 
podstawowy przygotowano rozpuszczając 1 mg oranżu akrydyny w 1000 ml wody 
destylowanej i przechowywano w temperaturze 4
oC bez dostępu światła.  Roztwór barwiący 
został przygotowany poprzez wymieszanie 10 ml roztworu podstawowego, 40 ml 0,1 M 
kwasu cytrynowego oraz 2,5 ml 0,3 M wodorofosforanu sodowego. Końcowa koncentracja 
roztworu wyniosła 0,19 mg/ml, a pH 2,5. Na szkiełka nanoszono 2-3 ml roztworu barwiącego 
i inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej bez dostępu światła. Preparaty płukano 
wodą destylowaną, mokre zamykano szkiełkiem nakrywkowym i oklejano klejem Rubber 
cement. Analiza mikroskopowa preparatów obejmowała identyfikację plemników  
z prawidłową strukturą DNA (zielona fluorescencja) i z uszkodzonym, jednoniciowym DNA 
(pomarańczowa fluorescencja).  
 Stosowane odczynniki: 
 Oranż akrydyny (Sigma-Aldrich) 
 Woda destylowana 
 Kwas cytrynowy (Chempur) 
 Wodorofosforan (Chempur) 
 Uzyskane wyniki scharakteryzowano statystycznie i przedstawiono w formie tabel 
wykorzystując w tym celu podstawowe miary statystyczne. Wpływ wieku knura na poziom 
stabilności chromatyny plemników oceniano stosując jednoczynnikową analizę wariancji  
o następującym modelu matematycznym: 
Yij = µ + ai + eij 
Gdzie:  
Yij – wartość badanej cechy,  
µ – średnia populacji,  
ai – efekt i –tego poziomu czynnika (wiek),  
eij – błąd losowy 
Istotność różnic między grupami zweryfikowano za pomocą testu Tukey'a przy P≤0,05.  
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3.2. Wpływ techniki barwienia 
 
 Oceniając wpływ barwienia na parametry morfometryczne główki plemnika 
wykorzystano cztery techniki: barwienie według Papanicolaou (PAP) i barwienie 
SpermBlue® (SB) oraz rekomendowane do oceny plemników człowieka, barwienie 
kompleksem eozyna-barwnik gencjanowy (EG) najpopularniejsze barwienie stosowane  
w diagnostyce plemników knura oraz eksperymentalnie barwienie azotanem srebra  
w koloidowym roztworze żelatyny (AgNO3). Jako próbę kontrolną wykorzystano nasienie 
świeże, niebarwione. Od każdego knura oceniono 300 plemników o prawidłowej budowie 
morfologicznej (po 60 barwionych każdą techniką i 60 niebarwionych). Plemniki wybierano 
losowo z trzech obszarów preparatu mikroskopowego. Do barwienia, od każdego knura 
wybierano preparaty pochodzące z pierwszego, piątego i ostatniego – dziesiątego badanego 
ejakulatu. Łącznie, realizując ocenę wpływu techniki barwienia na parametry morfometryczne 
główki plemnika oceniono 12 tysięcy plemników. 
 
3.2.1. Barwienie Papanicolaou 
 Barwienie wykonano zgodnie z procedurą rekomendowaną przez WHO (WHO, 2010). 
Wysuszony na powietrzu rozmaz utrwalano w mieszaninie 95% etanolu i eteru  
w stosunku objętościowym 1:1 przez 5 minut. Utrwalony rozmaz barwiono przy 
zastosowaniu następującej procedury: 
 Etanol 80% - 10 zanurzeń, 
 Etanol 70% - 10 zanurzeń, 
 Etanol 50% - 10 zanurzeń,  
 Woda destylowana  - 10 zanurzeń,  
 Hematoksylina Harisa - dokładnie 3 minuty, 
 Bieżąca woda - 5 minut, 
 Kwaśny etanol - 2 zanurzenia,  
 Bieżąca woda - 5 minut, 
 Woda destylowana - 1 zanurzenie, 
 Etanol 50% - 10 zanurzeń, 
 Etanol 70%  - 10 zanurzeń, 
 Etanol 80%  - 10 zanurzeń, 
 Etanol 90%  - 10 zanurzeń, 
 Orange G6 - 2 minuty, 
 Etanol 95%  - 10 zanurzeń, 
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 EA 50 - 5 minut, 
 Etanol 95% - 5 zanurzeń (3 serie), 
 Etanol 99,8%  - 2 minuty. 
 Pod koniec procedury szkiełka odwodniono w mieszaninie absolutnego etanolu i ksylenu 
(proporcje 1:1) i następnie zamknięto szkiełkiem nakrywkowym za pomocą środka DPX. 
Stosowane odczynniki: 
 Etanol 99,8% czda (Chempur),  
 Hematoksylina Harisa (Chempur), 
 Orange G6 (Chempur), 
 EA 50 (Chempur), 
 Woda destylowana, 
 DPX (Sigma-Aldrich). 
 
3.2.2. Barwienie SpermBlue®  
 Barwienie wykonano według procedury Van der Horst i Maree (2009) zgodnie  
z protokołem zamieszczonym w komercyjnym zestawie SpermBlue®. Ułożone poziomo 
szkiełka z wysuszonym rozmazem pokrywano 1 ml utrwalacza SpermBlue® na 10 minut. 
Następnie utrwalacz usuwano, na szkiełka nanoszono 0,5 ml barwnika SpermBlue®  
i barwiono  rozmaz przez 12-15 minut. Zabarwione preparaty bardzo delikatnie opłukiwano 
wodą destylowaną i pozostawiano do wyschnięcia w pozycji pionowej. Suche preparaty 
zamknięto szkiełkiem nakrywkowym za pomocą środka DPX. 
 Stosowane odczynniki: 
 Komercyjny zestaw SpermBlue® (Microptic SL, Barcelona, Hiszpania), 
 Woda destylowana, 
 DPX (Sigma-Aldrich). 
 
3.2.3. Barwienie kompleksem eozyna-barwnik gencjanowy 
 Barwienie wykonano według procedury opisanej w pracy Kondracki i wsp. (2005). 
Wysuszone rozmazy utrwalano w 96% etanolu przez 5 minut w temperaturze pokojowej. 
Alkohol spłukiwano wodą destylowaną i preparaty suszono w temperaturze pokojowej przez 
okres 30 minut. Suche rozmazy barwiono 10% wodnym roztworem eozyny przez 60 sekund.  
Podbarwione preparaty płukano wodą destylowaną i barwiono barwnikiem gencjanowym  
przez 3-5 minut. Po zabarwieniu szkiełka przemywano wodą destylowaną przez minimum  
2 minuty i suszono w temperaturze pokojowej.  
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 Stosowane odczynniki: 
 Etanol 99,8% czda (Chempur),  
 Hematoksylina Harisa (Aqua-Med), 
 Orange G6 (Aqua-Med), 
 EA 50 (Aqua-Med), 
 Woda destylowana, 
 DPX (Sigma-Aldrich). 
 
3.2.4. Barwienie azotanem srebra 
 Preparaty barwiono stosując modyfikację opracowaną przez Andraszek i Smalec (2011), 
która została oparta na podstawowej technice zaproponowanej przez Howell’a i Black’a 
(1980). Na wysuszone tygodniowe preparaty nanoszono 50% roztwór azotanu srebra  
i koloidowy roztwór żelatyny w proporcjach 1:2. Preparaty przykrywano szkiełkiem 
nakrywkowym i inkubowano przez 15-20 minut w cieplarce w temperaturze 60
o
C 
w warunkach pełnej wilgotności. Po uzyskaniu przez preparaty brązowej barwy, przerywano 
reakcję chemiczną przemywając preparaty kilkakrotnie wodą destylowaną. Preparaty suszono 
w temperaturze pokojowej bez dostępu światła.  
 Stosowane odczynniki: 
 Azotan srebra (Sigma-Aldrich), 
 Żelatyna (Chempur),  
 Woda destylowana. 
  
 Analizowane plemniki poddano pomiarom, które obejmowały: pole, obwód, długość  
i szerokość główki plemnika. Pomiary wykonywano stosując 100-krotne powiększenie 
obiektywu  mikroskopu. Podstawowe parametry morfometryczne główki plemnika 
doprecyzowano poprzez zastosowanie analizy opierającej się na kryterium Tygerberg, która 
precyzuje cztery dodatkowe indeksy kształtu charakteryzujące główkę plemnika: 
eliptyczność, wydłużenie, pofałdowanie i regularność. Parametry według kryterium 
Tygerberg w najbardziej precyzyjny sposób charakteryzują główkę plemnika. Parametry 
według Tygerberg wyznaczono z podstawowych pomiarów główki plemnika stosując 
formuły przedstawione w tabeli 1. Zastosowane w tabeli 1 skróty będą wykorzystywane  
w dalszej części pracy, w tabelach przedstawiających wyniki badań.  
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Tabela 1. Parametry morfometryczne główki plemnika, indeksy kształtu oraz formuły 
przeliczeniowe (Maree i wsp., 2010).    
Parametr morfometryczny Oznaczenie Formuła 
Długość (µm) L (ang. length) - 
Szerokość (µm) W (ang width) - 
Obwód (µm) P (ang. perimeter) - 
Pole (µm2) A (ang. area) - 
Indeks kształtu Oznaczenie Formuła 
Eliptyczność E (ang. ellipticity) L/W 
Wydłużenie En (ang. elongation) (L-W)/(L+W) 
Pofałdowanie Rs (ang. roughness) 4π(A/P2) 
Regularność R (ang. regularity) π(L*W/4*A) 
 
Uzyskane wyniki scharakteryzowano statystycznie i przedstawiono w formie tabel. 
Wpływ techniki barwienia na parametry morfometryczne i indeksy kształtu główki plemnika 
oceniano stosując jednoczynnikową analizę wariancji o następującym modelu 
matematycznym: 
Yij = µ + ai + eij 
Gdzie:  
Yij – wartość badanej cechy,  
µ – średnia populacji,  
ai– efekt i –tego poziomu czynnika (techniki barwienia),  
eij – błąd losowy 
Istotność różnic między grupami zweryfikowano za pomocą testu Tukey'a przy P≤0,05. 
 
Tabela 2 przedstawia w sposób syntetyczny liczbę osobników, badanych ejakulatów oraz 
liczbę plemników poddanych analizie po zastosowaniu technik barwienia wymienionych  
w rozdziale pracy dotyczącym metodyki przeprowadzonych badań. Zastosowane w tabeli  
skróty nazw technik barwienia, opisane wyżej w metodyce, zostały wykorzystane w kolejnej 
części pracy, w tabelach przedstawiających wyniki badań. 
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Tabela 2. Liczebność materiału badawczego na kolejnych etapach analiz. 
Ejakulat 
Technika barwienia 
Preparaty 
niebarwione 
AB CMA3 AO PAP SB EG AgNO3 NB 
liczba analizowanych plemników 
1 200 200 200 20 20 20 20 20 
2 200 200 200 - - - - - 
3 200 200 200 - - - - - 
4 200 200 200 - - - - - 
5 200 200 200 20 20 20 20 20 
6 200 200 200 - - - - - 
7 200 200 200 - - - - - 
8 200 200 200 - - - - - 
9 200 200 200 - - - - - 
10 200 200 200 20 20 20 20 20 
Łącznie 
technika 
2000 2000 2000 60 60 60 60 60 
Łącznie 
knur 
6000 300 
x 40 240000 12000 
Łącznie  252000 
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4. Wyniki 
 
Opisując uzyskane wyniki wyodrębniono dwa główne podrozdziały dotyczące 
odpowiednio struktury chromatyny plemników oraz wpływu technik barwienia na 
morfometryczne parametry główki plemników. Zastosowano porządek opisu wynikający  
z przedstawionych założeń metodycznych. W wyodrębnionych podrozdziałach opisano 
wyniki uzyskane po zastosowaniu poszczególnych technik barwienia, przedstawiono 
fotografie mikroskopowe, tabele oraz wykresy przedstawiające zestawienia uzyskanych 
wyników. Tabele, wykresy i fotografie zostały umieszczone w tekście rozdziału  
i wyeksponowane w bezpośrednim sąsiedztwie omawianych technik barwienia i uzyskanych 
wyników. W opisie zastosowanych technik barwienia  wykorzystano skróty nazw 
przedstawione w metodycznej części pracy.  
 
4.1. Ocena struktury chromatyny 
 
Charakterystykę i ocenę struktury chromatyny plemników badanych knurów 
przeprowadzono na podstawie barwienia błękitem aniliny, chromomycyną A3 oraz oranżem 
akrydyny.  
 
4.1.1. Barwienie błękitem aniliny 
Błękit aniliny w sposób selektywny różnicuje plemniki z prawidłową i nieprawidłową 
retencją histonów. Plemniki o nieprawidłowej, podwyższonej zawartości histonów są 
identyfikowane na preparacie jako granatowe lub intensywnie niebieskie, wyraźnie 
odcinające się od plemników prawidłowych i tła preparatu. Natomiast plemniki prawidłowe 
są jasne, zdecydowanie jaśniejsze od nieprawidłowych. Ponadto, analizując preparaty 
stwierdzono, że barwienie błękitem aniliny umożliwia odróżnienie główki plemników od tła 
preparatów i w konsekwencji wykonanie morfometrycznych pomiarów główki. Barwnik 
identyfikuje także witkę plemnika, jednak jednoznaczne wyróżnienie wstawki jest utrudnione. 
Na fotografiach 1, 2 i 3 przedstawiono wynik barwienia preparatu błękitem aniliny. 
Fotografie 1 i 2 zostały wykonane w jasnym polu, bez stosowania dodatkowych filtrów 
mikroskopu, natomiast fotografia 3 po zastosowaniu filtra wygaszającego intensywność 
światła białego. Plemniki z nieprawidłową retencją histonów są wyraźnie widoczne zarówno 
na preparatach o niskiej koncentracji plemników (fotografia 1), jak i na preparatach gęstych, 
uzyskanych z bardziej skoncentrowanych rozmazów nasienia (fotografie 2 i 3).  
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Fotografia 1. Plemniki knura barwione błękitem aniliny - niska koncentracja plemników  
w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b -  plemnik o podwyższonej 
zawartości histonów; jasne pole. 
 
 
Fotografia 2. Plemniki knura barwione błękitem aniliny - wysoka koncentracja plemników  
w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b -  plemnik o podwyższonej zawartości 
histonów; jasne pole. 
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Fotografia 3. Plemniki knura barwione błękitem aniliny - wysoka koncentracja plemników  
w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b -  plemnik o podwyższonej zawartości 
histonów; filtr korygujący. 
 
4.1.2. Barwienie chromomycyną A3  
Chromomycyna A3 identyfikuje plemniki z prawidłową i zaburzoną protaminacją 
chromatyny. Plemniki o zaburzonej protaminacji chromatyny intensywnie fluoryzują na 
ciemnym tle preparatu, są intensywnie zielone. Plemniki o prawidłowej strukturze 
chromatyny charakteryzują się jasną, wytłumiona fluorescencją. Analizując preparaty 
stwierdzono, że barwienie chromomycyną bardzo wyraźnie odróżnia główkę plemnika od tła, 
utrudniona jest natomiast dokładna identyfikacja zasięgu akrosomu. Chromomycyna bardzo 
wyraźnie identyfikuje wstawkę witki plemnika, natomiast pozostała część witki jest 
niewidoczna, nie odcina się od tła preparaty.  
Podobnie, jak w przypadku barwienia błękitem aniliny, plemniki nieprawidłowe są 
jednoznacznie identyfikowane zarówno na preparatach o niskiej koncentracji plemników 
(fotografia 4), jak i na preparatach gęstych, uzyskanych z bardziej skoncentrowanych 
rozmazów nasienia (fotografia 5). Ponadto chromomycyna identyfikuje plemniki z całkowicie 
zaburzoną protaminacją (przedstawione na fotografiach 4 i 5) oraz plemniki z częściowo 
zaburzona protaminacją (fotografia 6).  
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Fotografia 4. Plemniki knura barwione chromomycyną A3 - niska koncentracja plemników  
w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b -  plemnik o zaburzonej protaminacji; 
barwienie fluorescencyjne.  
 
 
Fotografia 5. Plemniki knura barwione chromomycyną A3 - wysoka koncentracja 
plemników w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b - plemnik  
o zaburzonej protaminacji; barwienie fluorescencyjne.  
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Fotografia 6. Plemniki knura barwione chromomycyną A3 - wysoka koncentracja 
plemników w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b -  plemnik  
o zaburzonej protaminacji; barwienie fluorescencyjne.  
 
 
4.1.3. Barwienie oranżem akrydyny 
Oranż akrydyny selektywnie wybarwia plemniki z prawidłową, natywną strukturą DNA  
i z uszkodzonym, jednoniciowym DNA.  Barwnik połączony z uszkodzonym DNA, RNA lub 
w miejscach, gdzie nie występuje DNA w komórce (np. witka plemnika) wykazuje czerwoną 
lub pomarańczową fluorescencję. Zielona fluorescencja świadczy o prawidłowej, 
dwuniciowej strukturze DNA. Plemniki o prawidłowym, nieuszkodzonym DNA fluoryzują na 
zielono, natomiast plemniki, w jądrze których zaszła fragmentacja DNA wykazują 
fluorescencję od pomarańczowej do czerwonej. W analizowanych preparatach plemniki 
fluoryzowały na pomarańczowo, co świadczy o obecności DNA o niskim stopniu 
fragmentacji (fotografia 7).  Oranż akrydyny wyraźnie identyfikuje główkę plemnika na tle 
ciemnego pola preparatu oraz wstawkę. Akrosom i cała witka są trudne do jednoznacznej 
identyfikacji i ewentualnych pomiarów.  
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Fotografia 7. Plemniki knura barwione oranżem akrydyny; a - plemnik prawidłowy, b -  
plemnik ze stwierdzona fragmentacją DNA; barwienie fluorescencyjne.  
 
4.1.4. Porównanie technik barwienia 
Udział plemników z wadami identyfikowanymi trzema opisanymi wyżej technikami 
barwienia w analizowanych grupach wiekowych knurów przedstawiono w tabeli 3. Z analizy 
wynika, że wiek knura ma wpływ na stabilność DNA i strukturę chromatyny plemników.  
W grupie knurów najmłodszych stwierdzono największy udział z nieprawidłową retencją 
histonów i zaburzoną protaminacją. W grupie knurów najstarszych stwierdzono natomiast 
największy odsetek plemników z fragmentacją DNA. Najmniej plemników nieprawidłowych, 
zarówno pod względem kondensacji chromatyny, jak i struktury DNA stwierdzono w drugiej 
grupie wiekowej. Były to knury standardowo użytkowane jako inseminacyjne. Na podstawie 
uzyskanych wyników stwierdzono, że wiek knurów istotnie wpływa na strukturę chromatyny 
i DNA plemników. Średnie wartości liczby plemników z nieprawidłową retencją histonów 
(AB) i zaburzoną protaminacją (CMA3) różniły się istotnie w każdej grupie wiekowej. Nie 
stwierdzono istotnych różnic w średniej liczbie plemników z uszkodzonym DNA (AO)  
w pierwszej i drugiej grupie wiekowej. Obie grupy różniły się natomiast istotnie z grupą 
trzecią.  
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Tabela 3. Obecność plemników z zaburzoną strukturą chromatyny i fragmentacją DNA  
w plemnikach knurów. 
Grupa wiekowa Statystyka 
Technika barwienia 
AB CMA3 AO 
1 
(7-8 miesięcy) 
x±SD 8,01
a
 ± 12,21 9,78a ± 14,96 0,19a ± 0,54 
2 
(20-26 miesięcy) 
x±SD 1,17
b
 ± 2,42 1,55b ± 3,07 0,01a ± 0,03 
3 
(powyżej 36 miesięcy) 
x±SD 3,98c ± 0,86 6,40c ± 1,12 0,61b ± 0,10 
*Wartości cech oznaczone w kolumnach tymi samymi literami różnią się istotnie przy P≤0,05  
 
W odróżnieniu od danych przedstawionych w tabeli 3 wykres 1 przedstawia procentowy 
udział plemników prawidłowych w każdej grupie wiekowej knurów. Wadą, która najrzadziej 
występowała w analizowanych plemnikach była fragmentacja DNA. Największy procent 
plemników prawidłowych w każdej grupie wiekowej stwierdzono po zastosowaniu barwienia 
oranżem akrydyny. Kolejna pod względem częstości występowania była nieprawidłowa 
retencja histonów. Natomiast najmniejszy odsetek prawidłowych plemników, we wszystkich 
trzech grupach wiekowych stwierdzono po zastosowaniu barwienia chromomycyną  
i identyfikacji zaburzonej protaminacji chromatyny plemnika.  
 
 
Wykres 1. Procentowy udział prawidłowych plemników po zastosowaniu trzech technik 
barwienia.  
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Wynikiem dodatkowym, niezwiązanym z celem pracy, była ocena przydatności trzech 
omawianych wyżej barwień w analizie morfometrycznej plemników. Wprawdzie barwienia 
błękitem aniliny i chromomycyną A3 są traktowane jako barwienia epigenetyczne, 
identyfikujące błędy w reorganizacji chromatyny, a barwienie oranżem akrydyny stosowane 
jest w ocenie stopnia fragmentacji DNA, jednakże szczegółowa analiza preparatów 
udowodniła, że barwienia te można zastosować w klasycznej analizie morfologicznej. Błękit 
aniliny, chromomycyna i oranż akrydyny wyraźnie odcinają główkę plemnika od tła 
preparatu. Dodatkowo, barwienie chromomycyną doskonale uwidacznia wstawkę i może być 
stosowane jako barwienie kierunkowe, do oceny wstawki plemnika. 
 
4.2. Wpływ techniki barwienia 
 
Ocenę wpływu techniki barwienia na morfometryczne parametry główki plemników 
przeprowadzono stosując barwienie SpermBlue®, Papanicolaou, kompleksem eozyna-
barwnik gencjanowy oraz barwienie azotanem srebra. Materiałem referencyjnym były 
preparaty niebarwione, oceniane i mierzone w kontraście fazowym mikroskopu. Zmienność 
parametrów morfometrycznych plemników niebarwionych wahała się od 3,7% w przypadku 
długości główki do 6,96% dla pola powierzchni główki. W przypadku indeksów kształtu 
najbardziej zróżnicowane było wydłużenie główki plemnika, natomiast najmniej 
zróżnicowana była regularność. W  tabeli 4 przedstawiono wyniki pomiarów główek 
plemników referencyjnych, niebarwionych, natomiast fotografia 8 przedstawia fragment 
preparatu referencyjnego. 
 
Tabela 4. Wyniki pomiarów plemników niebarwionych. 
Plemniki niebarwione – materiał referencyjny 
statystyka 
parametry morfometryczne główki indeksy kształtu główki 
pole 
(µm2) 
obwód 
(µm) 
długość 
(µm) 
szerokość 
(µm) 
el
ip
ty
cz
n
o
ść
 
w
y
d
łu
że
n
ie
 
p
o
fa
łd
o
w
an
ie
 
re
g
u
la
rn
o
ść
 
x 23,65 24,76 7,55 3,84 1,97 0,32 0,48 0,96 
SD 1,65 1,13 0,28 0,24 0,13 0,03 0,03 0,05 
V% 6,96 4,55 3,70 6,39 6,86 9,20 6,90 5,59 
 
59 
 
 
Fotografia 8. Plemniki knura niebarwione, kontrast fazowy. 
 
4.2.1. Barwienie Papanicolaou 
W przypadku barwienia Papanicolau, główki plemników knurów wybarwiały się na 
jasnofioletowy kolor. Część akrosomowa była jaśniejsza, gradientowo wybarwiona, a zasięg 
akrosomu trudny do dokładnej identyfikacji. Kontur główki był dostatecznie wyraźnie 
zaznaczony, gładki, łatwy do oznaczenia. Wstawka i witka plemnika były bladoróżowe  
z trudną do wychwycenia częścią końcową witki oraz niewykrywalną granicą wstawki  
i witki. Tło preparatu było jasne, niewybarwione, nieutrudniające oceny. Wśród parametrów 
morfometrycznych główki największą zmienność stwierdzono w przypadku pola główki 
plemnika, najmniejszą zmiennością charakteryzowała się długość plemnika. W obrębie 
indeksów kształtu największe zróżnicowanie wystąpiło w przypadku wydłużenia, najmniej 
zróżnicowana był regularność powierzchni główki plemnika.  W  tabeli 5 przedstawiono 
wyniki pomiarów główek plemników barwionych Papanicolaou, natomiast na fotografii 9 
przedstawiono fragment preparatu barwionego Papanicolaou. 
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Tabela 5. Wyniki pomiarów plemników barwionych Papanicolaou.  
Plemniki barwione Papanicolaou 
statystyka 
parametry morfometryczne główki indeksy kształtu główki 
pole 
(µm2) 
obwód 
(µm) 
długość 
(µm) 
szerokość 
(µm) 
el
ip
ty
cz
n
o
ść
 
w
y
d
łu
że
n
ie
 
p
o
fa
łd
o
w
an
ie
 
re
g
u
la
rn
o
ść
 
x 18,66 20,26 6,59 3,55 1,86 0,30 0,57 0,98 
SD 1,67 1,29 0,37 0,23 0,13 0,03 0,04 0,02 
V% 8,96 6,35 5,59 6,64 7,30 10,96 7,09 3,00 
 
 
Fotografia 9. Plemniki knura barwione Papanicolaou. 
 
4.2.2. Barwienie SpermBlue® 
Technika SpermBlue® wybarwia główki plemników knurów na niebiesko. Część 
akrosomowa główki jest jaśniejsza, jednak nie na tyle wyraźna, aby precyzyjnie zmierzyć 
pole akrosomu i określić jego zasięg. Zarys główki jest wystarczająco wyraźny do 
identyfikacjii przeprowadzenia pomiarów. Natomiast zasięg wstawki i całej witki plemnika 
jest trudny do odróżnienia, witka wybarwia się mało intensywnie i przyjmuje szaroniebieską, 
bladą barwę, przez co nie jest możliwe jednoznaczne odróżnienie jej od tła preparatu. Tło 
preparatu jest jasne, nieutrudniające analizy główki plemnika. Największą zmienność wśród 
parametrów morfometrycznych główki stwierdzono dla pola powierzchni, najmniejszą dla 
długości główki. W obrębie indeksów kształtu najbardziej zróżnicowane było wydłużenie, 
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najmniej regularność. W  tabeli 6 przedstawiono wyniki pomiarów główek plemników 
barwionych SpermBlue®, natomiast na fotografii 10 przedstawiono fragment preparatu 
barwionego SpermBlue®. 
 
Tabela 6. Wyniki pomiarów plemników barwionych SpermBlue®.  
Plemniki barwioneSpermBlue® 
statystyka 
parametry morfometryczne główki indeksy kształtu główki 
pole 
(µm2) 
obwód 
(µm) 
długość 
(µm) 
szerokość 
(µm) 
el
ip
ty
cz
n
o
ść
 
w
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d
łu
że
n
ie
 
p
o
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o
w
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ie
 
re
g
u
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o
ść
 
x 20,25 21,84 7,06 3,74 1,89 0,30 0,53 1,02 
SD 1,54 1,04 0,27 0,24 1,13 0,03 0,04 0,04 
V% 7,60 4,78 3,91 6,63 6,88 9,88 6,90 4,63 
 
 
Fotografia 10. Plemniki knura barwione SpermBlue®. 
 
4.2.3. Barwienie kompleksem eozyna-barwnik gencjanowy 
W przypadku barwienia preparatów kompleksem eozyny i barwnika gencjanowego 
główki plemników knurów są bardzo wyraźnie wybarwione na różowofioletowy kolor. Część 
akrosomowa jest możliwa do identyfikacji. Kontur główki jest bardzo wyraźnie zaznaczony, 
łatwy do identyfikacji. Witka plemnika jest wyraźnie wybarwiona i możliwa do identyfikacji 
na całej długości, lecz o trudnej do wychwycenia granicy zasięgu wstawki. Tło preparatu jest 
jasne, nieutrudniające analizy. Wśród parametrów morfometrycznych główki największą 
zmienność stwierdzono w przypadku pola główki plemnika, najmniejszą zmiennością 
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charakteryzowała się długość plemnika. W obrębie indeksów kształtu największe 
zróżnicowanie wystąpiło w przypadku wydłużenia, najmniej zróżnicowana był regularność 
powierzchni główki plemnika.  W tabeli 7 przedstawiono wyniki pomiarów główek 
plemników barwionych kompleksem eozyna-barwnik gencjanowy. Na fotografii 11 
przedstawiono plemniki pochodzące z preparatu barwionego kompleksem eozyna-barwnik 
gencjanowy. 
 
Tabela 7. Wyniki pomiarów plemników barwionych kompleksem eozyna-barwnik 
gencjanowy.  
Plemniki barwione kompleksem eozyna-barwnik gencjanowy 
statystyka 
parametry morfometryczne główki indeksy kształtu główki 
pole 
(µm2) 
obwód 
(µm) 
długość 
(µm) 
szerokość 
(µm) 
el
ip
ty
cz
n
o
ść
 
w
y
d
łu
że
n
ie
 
p
o
fa
łd
o
w
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ie
 
re
g
u
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o
ść
 
x 27,15 29,02 8,31 4,26 1,95 0,32 0,40 1,02 
SD 1,80 1,30 0,30 0,27 0,13 0,03 0,02 0,03 
V% 6,64 4,47 3,61 6,36 6,78 9,65 6,94 3,34 
 
 
Fotografia 11. Plemniki knura barwione kompleksem eozyna-barwnik gencjanowy. 
 
4.2.4. Barwienie azotanem srebra 
Plemniki barwione azotanem srebra charakteryzują się zróżnicowanym zabarwieniem 
umożliwiającym identyfikację poszczególnych części budowy morfologicznej plemnika.  
Główka plemnika jest wyraźnie zróżnicowana na jasną część akrosomową i ciemną dystalną. 
Kontur główki jest wyraźnie zaznaczony na tle preparatu. W obrębie witki wyraźnie odznacza 
się jasna wstawka i pozostała część witki. Na niektórych, zbyt gęstych preparatach tło jest 
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ciemne z widocznymi ziarnami srebra, nie uniemożliwia to jednak dokładnych pomiarów. 
Wśród parametrów morfometrycznych główki największą zmienność wykazywała szerokość, 
najmniejszą długość plemnika. Zróżnicowanie indeksów kształtu główki wahało się od 6,24% 
w przypadku regularności do 9,8% dla wydłużenia. W tabeli 8 przedstawiono wyniki 
pomiarów główek plemników barwionych azotanem srebra. Na fotografii 12 przedstawiono 
plemniki pochodzące z preparatu barwionego azotanem srebra. 
 
Tabela 8. Wyniki pomiarów plemników barwionych azotanem srebra.  
Plemniki barwione azotanem srebra 
statystyka 
parametry morfometryczne główki indeksy kształtu główki 
pole 
(µm2) 
obwód 
(µm) 
długość 
(µm) 
szerokość 
(µm) 
el
ip
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x 27,47 30,26 8,82 4,74 1,89 0,30 0,38 1,19 
SD 1,24 1,83 0,33 0,32 0,12 0,02 0,04 0,07 
V% 4,52 6,03 3,82 6,92 6,48 9,80 11,24 6,24 
 
 
Fotografia 12. Plemniki knura barwione azotanem srebra. 
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4.2.5. Porównanie wyników barwienia 
Zestawienie wartości poszczególnych parametrów morfometrycznych główki plemników 
knura w zależności od zastosowanej techniki barwienia, w porównaniu z preparatami 
niebarwionymi, zamieszczono w tabeli 9. Z przedstawionych w tabeli danych wynika, że 
zastosowana metoda barwienia ma istotny wpływ na wymiary główki plemnika knura. 
Wszystkie analizowane parametry morfometryczne plemników niebarwionych oraz 
barwionych czterema technikami różnią się statystycznie istotnie na poziomie (P≤0.05).  
Kolorem niebieskim wyróżniono wartości najmniejsze, a czerwonym największe,  
w obrębie każdego parametru. Komórki tabeli zacieniowane niebieskim i czerwonym kolorem 
odpowiadają odpowiednio najmniejszej i największej zmienności badanych parametrów 
plemników niebarwionych i po zastosowaniu czterech technik barwienia.  
Najmniejsze wymiary wszystkich analizowanych parametrów stwierdzono po 
zastosowaniu barwienia Papanicolaou, natomiast największe wartości stwierdzono w grupie 
plemników barwionych azotanem srebra. Plemniki barwione kompleksem eozyna i barwnik 
gencjanowy, który jest rekomendowany do barwienia nasienia knurów, miały wartości 
zbliżone do plemników barwionych azotanem srebra. Natomiast plemniki zabarwione 
techniką Papanicolaou posiadały wartości podobne do plemników, które zostały zabarwione 
za pomocą SpermBlue®.  
Analizując zmienność poszczególnych parametrów stwierdzono, że jest ona zróżnicowana 
w zależności od zastosowanej techniki barwienia lub braku barwienia. W przypadku pola 
powierzchni główki najniższym współczynnikiem zmienności charakteryzowały się główki 
barwione azotanem srebra, największym - plemniki niebarwione. Obwód, długość  
i szerokość główki były najmniej zróżnicowane w przypadku barwienia kompleksem eozyna  
i barwnik gencjanowy. Największym współczynnikiem zmienności w odniesieniu do obwodu 
i długości główki plemnika charakteryzował się materiał barwiony techniką Papanicolaou. 
Najbardziej zróżnicowane wyniki szerokości główki uzyskano w preparatach barwionych 
azotanem srebra.      
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Tabela 9. Wartości parametrów morfometrycznych w zależności od techniki barwienia. 
Parametry 
morfometryczne 
główki 
plemnika 
Statystyka 
Technika barwienia 
PAP SB EG AgNO3 NB 
Pole 
(µm2) 
x±SD 
18,66
a
 
± 1,67 
20,25
b
 
± 1,54 
27,15
c
 
± 1,80 
27,47
d
 
± 1,24 
23,65
e
 
± 1,65 
V% 8,96 7,60 6,64 4,52 9,69 
Obwód 
(µm) 
x±SD 
20,26
a
 
± 1,29 
21,84
b
 
± 1,04 
29,02
c
 
± 1,30 
30,26
d
 
± 1,83 
24,76
e
 
± 1,13 
V% 6,35 4,78 4,47 6,03 4,55 
Długość 
(µm) 
x±SD 
6,59
a
 
± 0,37 
7,06
b
 
± 0,27 
8,31
c
 
± 0,30 
8,82
d
 
± 0,33 
7,55
e
 
± 0,28 
V% 5,59 3,91 3,61 3,82 3,70 
Szerokość 
(µm) 
x±SD 
3,55
a
 
± 0,23 
3,74
b
 
± 0,24 
4,26
c
 
± 0,27 
4,74
d
 
± 0,32 
3,84
e
 
± 0,24 
V% 6,64 6,63 6,36 6,92 6,39 
Wartości oznaczone różnymi małymi literami różnią się istotnie przy P≤0,05.  
 
W kolejnych czterech tabelach, oddzielnie dla każdego parametru morfometrycznego 
główki, zestawiono szczegółowe, bezwzględne różnice pomiędzy poszczególnymi technikami 
barwienia i w odniesieniu do materiału referencyjnego.  
Pole powierzchni główki plemnika, w zależności od zastosowanej techniki barwienia, 
wykazywało różnice w zakresie od 0,32 µm2 do 8,81 µm2. Najbardziej zbliżone wymiary pola 
powierzchni główki miały plemniki barwione azotanem srebra i kompleksem eozyna  
i barwnik gencjanowy, natomiast największe zróżnicowanie tego parametru stwierdzono 
pomiędzy plemnikami barwionymi azotanem srebra i techniką Papanicolaou (tabela 10).  
 
Tabela 10. Zróżnicowanie pola powierzchni główki – wartości bezwzględne.  
Pole (µm2) PAP SB EG AgNO3 NB 
PAP      
SB 1,59     
EG 8,49 6,9    
AgNO3 8,81 7,22 0,32   
NB 4,99 3,4 3,5 3,82  
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Obwód główki plemnika, w zależności od zastosowanego barwienia wykazywał 
zróżnicowanie w zakresie od 1,24 µm do 10 µm. Najbardziej zbliżone wymiary obwodu 
główki miały plemniki barwione azotanem srebra i kompleksem eozyna i barwnik 
gencjanowy, natomiast największe zróżnicowanie tego parametru stwierdzono pomiędzy 
plemnikami barwionymi azotanem srebra i techniką Papanicolaou (tabela 11).  
 
Tabela 11. Zróżnicowanie obwodu główki – wartości bezwzględne. 
Obwód (µm) PAP SB EG AgNO3 NB 
PAP      
SB 1,58     
EG 8,76 7,18    
AgNO3 10 8,42 1,24   
NB 4,5 2,92 4,26 5,5  
 
Analizując zróżnicowanie długości główki w zależności od zastosowanej procedury 
barwienia stwierdzono, że w przypadku tego parametru zróżnicowanie wahało się  
w granicach od 0,47 µm do 2,23 µm. Najbardziej zbliżone wymiary wykazywały główki 
barwione technika Papanicolaou i SpermBlue®, natomiast największe zróżnicowanie tego 
parametru stwierdzono w przypadki barwień technikami Papanicolaou i azotanem srebra 
(tabela 12). 
 
Tabela 12. Zróżnicowanie długości główki – wartości bezwzględne. 
Długość (µm) PAP SB EG AgNO3 NB 
PAP      
SB 0,47     
EG 1,72 1,25    
AgNO3 2,23 1,76 0,51   
NB 0,96 0,49 0,76 1,27  
 
Zróżnicowanie szerokości główki wahało się w zakresie od 0,1 µm do 0,19 µm. 
Najmniejsze zróżnicowanie stwierdzono porównując plemniki niebarwione i barwione 
SpermBlue®, natomiast największe zróżnicowanie tego parametru stwierdzono pomiędzy 
plemnikami barwionymi azotanem srebra i techniką Papanicolaou (tabela 13). 
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Tabela 13. Zróżnicowanie szerokości główki – wartości bezwzględne. 
Szerokość (µm) PAP SB EG AgNO3 NB 
PAP      
SB 0,19     
EG 0,72 0,52    
AgNO3 1,19 1 0,48   
NB 0,29 0,1 0,42 0,9  
 
Na podstawie uzyskanych wyników obliczono różnice średniej wartości parametrów 
morfometrycznych po zastosowaniu barwienia w stosunku do plemników niebarwionych 
(tabela 14). Wszystkie analizowane parametry morfometryczne główki plemnika na 
preparatach barwionych technikami Papanicolaou oraz SpermBlue® były mniejsze  
w porównaniu z plemnikami niebarwionymi. Barwienia kompleksem eozyna i barwnik 
gencjanowy oraz barwienie azotanem srebra wpłynęły na wzrost wartości parametrów główki 
plemnika w porównaniu z próbą kontrolną.  
Pole powierzchni główki plemnika barwione techniką SpermBlue® było najbardziej 
zbliżone do pola powierzchni plemników pochodzących z grupy kontrolnej, natomiast pole 
powierzchni zabarwione za pomocą techniki Papanicolaou stanowiło pole, które różniło się 
najbardziej od plemników niebarwionych. W przypadku obwodu główki plemnika najbliższy 
wynik do plemników niebarwionych uzyskano przy użyciu metody SpermBlue®,  
a największą różnicę pomiędzy próbą kontrolną a wybraną techniką barwienia uzyskano przy 
zastosowaniu barwienia azotanem srebra. Zastosowanie barwienia SpermBlue® przy 
ostatnich dwóch parametrach morfometrycznych, tj. długości i szerokości główki plemnika, 
spowodowało uzyskanie plemników o najmniejszej różnicy w stosunku do próby kontrolnej, 
zaś w przypadku barwienia za pomocą azotanu srebra pozwoliło na otrzymanie wyniku, który 
różnił się najbardziej od plemników niebarwionych.  
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Tabela 14. Zróżnicowanie średnich wartości parametrów morfometrycznych w zależności od 
techniki barwienia w porównaniu z plemnikami nie barwionymi. 
Parametry 
morfometryczne 
główki plemnika 
Technika barwienia 
PAP SB EG AgNO3 NB 
Pole 
(µm2) 
-4,99 -3,4 3,5 3,82 23,65 
Obwód 
(µm) 
-4,5 -2,92 4,26 5,5 24,76 
Długość 
(µm) 
-0,96 -0,49 0,76 1,27 7,55 
Szerokość 
(µm) 
-0,29 -0,1 0,42 0,9 3,84 
*Niebieskie pola - najmniejsze różnice, czerwone – największe w obrębie parametru. 
 
Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że najbliższe wartościom parametrów 
morfometrycznych główek plemników niebarwionych były plemniki barwione techniką 
SpermBlue®. 
Zestawienie wartości poszczególnych indeksów kształtu plemników knura w zależności 
od zastosowanej techniki barwienia, w porównaniu z preparatami niebarwionymi, 
zamieszczono w tabeli 15. Z przedstawionych w tabeli danych wynika, że zastosowana 
metoda barwienia ma istotny wpływ na większość wyznaczonych indeksów. Brak istotnych 
statystycznie różnic stwierdzono w eliptyczności (barwienia PAP i AgNO3), wydłużeniu 
(barwienia PAP, SB i AgNO3 oraz pomiędzy plemnikami niebarwionymi i barwieniem EG), 
pofałdowaniu (barwienie EG i materiał referencyjny), regularności (barwienia SB i EG). 
Pozostałe indeksy kształtu główki  plemników niebarwionych oraz barwionych czterema 
technikami różniły się statystycznie istotnie na poziomie (P≤0.05).  
Kolorem niebieskim w tabeli wyróżniono wartości najmniejsze, a czerwonym największe, 
w obrębie każdego indeksu. Komórki tabeli zacieniowane niebieskim i czerwonym kolorem 
odpowiadają odpowiednio najmniejszej i największej zmienności badanych indeksów kształtu 
plemników niebarwionych i po zastosowaniu czterech technik barwienia.  
Z zestawienia wynika, że plemniki niebarwione charakteryzowały się największym 
wskaźnikiem eliptyczności w porównaniu do plemników barwionych. Najmniejsze wartości 
współczynnika eliptyczności stwierdzono w preparatach barwionych techniką Papanicolaou  
i azotanem srebra. W przypadku wydłużenia, najniższe wartości stwierdzono w przypadku 
barwień technikami Papanicolaou i SpermBlue® i azotanem srebra (wartość 0,30), natomiast 
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najwyższymi wartościami tego parametru charakteryzowały się plemniki niebarwione  
i barwione kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy (wartość 0,32). Najmniejszym 
pofałdowaniem charakteryzowały się plemniki barwione azotanem srebra, zaś największym 
barwione techniką Papanicolaou. Najbardziej regularne główki plemnika stwierdzono  
w preparatach barwionych azotanem srebra, natomiast najniższy wskaźnik regularności miały 
plemniki niebarwione.  
Analizując zmienność  wartości indeksów kształtu stwierdzono, że jest ona zróżnicowana 
w zależności od zastosowanej techniki barwienia lub braku barwienia. W przypadku 
eliptyczności najniższym współczynnikiem zmienności charakteryzowały się główki 
barwione azotanem srebra, największym – plemniki barwione techniką Papanicolaou. 
Wydłużenie było najmniej zróżnicowane w przypadku plemników niebarwionych, najbardziej 
wśród plemników barwionych techniką Papanicolaou. Pofałdowanie i regularność były 
najbardziej zróżnicowane po zastosowaniu azotanu srebra. Najmniejsze zróżnicowanie 
pofałdowania stwierdzono w preparatach barwionych SpermBlue® i niebarwionych. 
Najmniejszym zróżnicowaniem regularności charakteryzowały się główki barwione techniką 
Papanicolaou. 
 
Tabela 15. Wartości indeksów kształtu w zależności od techniki barwienia. 
Indeksy 
kształtu główki 
plemnika 
Statystyka 
Technika barwienia 
PAP SB EG AgNO3 NB 
Eliptyczność 
x±SD 
1,86
a
 
± 0,13 
1,89
b
 
± 0,13 
1,95
c
 
± 0,13 
1,86
a
 
± 0,12 
1,97
c
 
± 0,13 
V% 7,30 6,88 6,78 6,48 6,86 
Wydłużenie 
x±SD 
0,30
a
 
± 0,03 
0,30
a
 
± 0,03 
0,32
b
 
± 0,03 
0,30
a
 
± 0,02 
0,32
b
 
± 0,03 
V% 10,96 9,88 9,65 9,80 9,20 
Pofałdowanie 
x±SD 
0,57
a
 
± 0,04 
0,53
b
 
± 0,04 
0,40
c
 
± 0,02 
0,38
d
 
± 0,04 
0,48
e
 
± 0,03 
V% 7,09 6,90 6,94 11,24 6,90 
Regularność 
x±SD 
0,98
a
 
± 0,02 
1,02
b
 
± 0,03 
1,02
b
 
± 0,03 
1,19
c
 
± 0,07 
0,96
d
 
± 0,05 
V% 3,00 4,63 3,34 6,24 5,59 
Wartości oznaczone różnymi małymi literami różnią się istotnie przy P≤0,05.  
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W kolejnych czterech tabelach, oddzielnie dla każdego indeksu kształtu główki,  
zestawiono szczegółowe, bezwzględne różnice pomiędzy poszczególnymi technikami 
barwienia i w odniesieniu do materiału referencyjnego.  
Eliptyczność główki plemnika, w zależności od zastosowanej techniki barwienia, 
wykazywała różnice w zakresie od 0 do 0,11. Nie stwierdzono różnic w wartości 
eliptyczności w plemnikach barwionych azotanem srebra i techniką Papanicolaou, natomiast 
największe zróżnicowanie tego parametru stwierdzono pomiędzy plemnikami barwionymi 
azotanem srebra  i plemnikami niebarwionymi oraz plemnikami niebarwionymi i barwionymi 
techniką Papanicolaou (tabela 16). 
 
Tabela 16. Zróżnicowanie eliptyczności główki – wartości bezwzględne. 
Eliptyczność PAP SB EG AgNO3 NB 
PAP      
SB 0,03     
EG 0,09 0,06    
AgNO3 0 0,03 0,09   
NB 0,11 0,08 0,02 0,11  
Zróżnicowanie wydłużenia główki w zależności od zastosowanej techniki barwienia 
wahało się w granicach od 0 do 0,02. Był to parametr wykazujący najmniejsze zróżnicowanie 
po zastosowaniu różnych technik obróbki preparatu. Nie stwierdzono zróżnicowania 
wydłużenia główki porównując techniki Papanicolaou i SpermBlue®, Papanicolaou i AgNO3, 
SpermBlue® i AgNO3 oraz w przypadku plemników niebarwionych i barwionych 
kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy. Zróżnicowanie na poziomie 0,2 stwierdzono  
w przypadku plemników barwionych kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy  
i Papanicolaou, eozyna i barwnik gencjanowy i SpermBlue®, eozyna i barwnik gencjanowy  
i azotan srebra, oraz porównując plemniki niebarwione z plemnikami barwionymi 
Papanicolaou, SpermBlue® i azotanem srebra (tabela 17). 
 
Tabela 17. Zróżnicowanie wydłużenia główki – wartości bezwzględne. 
Wydłużenie PAP SB EG AgNO3 NB 
PAP      
SB 0     
EG 0,02 0,02    
AgNO3 0 0 0,02   
NB 0,02 0,02 0 0,02  
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Indeks pofałdowania główki plemnika, w zależności od zastosowanej techniki barwienia, 
wykazywał różnice w zakresie od 0,02 do 0,19. Najbardziej zbliżonymi wartościami indeksu 
pofałdowania charakteryzowały się plemniki barwione azotanem srebra i kompleksem eozyna 
i barwnik gencjanowy. Największe zróżnicowanie tego parametru stwierdzono pomiędzy 
plemnikami barwionymi azotanem srebra  techniką Papanicolaou (tabela 18). 
 
Tabela 18. Zróżnicowanie pofałdowania główki – wartości bezwzględne. 
Pofałdowanie PAP SB EG AgNO3 NB 
PAP      
SB 0,04     
EG 0,17 0,13    
AgNO3 0,19 0,15 0,02   
NB 0,09 0,05 0,08 0,01  
 
Regularność główki plemnika, w zależności od zastosowanej techniki barwienia, 
wykazywała różnice w zakresie od 0 do 0,23. Nie stwierdzono różnic w wartości tego indeksu 
w plemnikach barwionych kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy i SpermBlue®. 
Największe zróżnicowanie regularności stwierdzono pomiędzy plemnikami barwionymi 
azotanem srebra  i plemnikami niebarwionymi (tabela 19). 
 
Tabela 19. Zróżnicowanie regularności główki – wartości bezwzględne. 
Regularność PAP SB EG AgNO3 NB 
PAP      
SB 0,04     
EG 0,04 0    
AgNO3 0,21 0,17 0,17   
NB 0,02 0,06 0,6 0,23  
 
Na podstawie uzyskanych wyników obliczono różnice średniej wartości indeksów kształtu 
główki  po zastosowaniu barwienia w stosunku do plemników niebarwionych (tabela 20).  
Wszystkie analizowane parametry morfometryczne główki plemnika na preparatach 
barwionych technikami Papanicolaou oraz SpermBlue® były mniejsze w porównaniu  
z plemnikami niebarwionymi. Barwienia kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy oraz 
barwienie azotanem srebra wpłynęły na wzrost wartości parametrów główki plemnika  
w porównaniu z próbą kontrolną. W stosunku do plemników niebarwionych stwierdzono 
niższe wartości eliptyczności (wszystkie techniki barwienia), wydłużenia (barwienia PAP, 
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SB, AgNO3) oraz pofałdowania (barwienia EG i AgNO3). Wydłużenie główek plemników 
barwionych kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy było równe wartości tego parametru 
dla plemników niebarwionych. Wyższe, w stosunku do plemników niebarwionych wartości 
parametrów stwierdzono w przypadku pofałdowania (barwienia PAP i SB) oraz regularności 
(wszystkie techniki barwienia). 
Indeks eliptyczności najbliższy plemnikom niebarwionym stwierdzono w plemnikach 
barwionych kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy, natomiast parametr ten najbardziej 
różnił się w plemnikach barwionych azotanem srebra. Wydłużenie plemników barwionych 
eozyną było równe wydłużeniu plemników niebarwionych, a na skutek zastosowania trzech 
pozostałych technik barwienia wydłużenie było mniejsze o 0,02. Pofałdowanie i regularność 
były najbardziej zbliżone odpowiednio w plemnikach barwionych SpermBlue®  
i Papanicolaou, natomiast te dwa indeksy najbardziej różniły się w przypadku barwienia 
azotanem srebra. 
 
Tabela 20. Zróżnicowanie średnich wartości indeksów kształtu w zależności od techniki 
barwienia w porównaniu z plemnikami niebarwionymi. 
Indeksy 
kształtu główki 
plemnika 
Technika barwienia 
PAP SB EG AgNO3 NB 
Eliptyczność -0,11 -0,08 -0,02 -0,11 1,97 
Wydłużenie -0,02 -0,02 0 -0,02 0,32 
Pofałdowanie 0,09 0,05 -0,08 -0,1 0,48 
Regularność 0,02 0,06 0,06 0,23 0,96 
*Niebieskie pola - najmniejsze różnice, czerwone – największe w obrębie parametru. 
 
Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że najbliższe indeksom kształtu  główek 
plemników niebarwionych były plemniki barwione kompleksem eozyna i barwnik 
gencjanowy, natomiast najbardziej, ponieważ w odniesieniu do czterech indeksów, różniły się 
plemniki barwione azotanem srebra.  
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5. Dyskusja 
 
Ocena plemników zwierząt gospodarskich, w szczególności gatunków wykorzystywanych 
w inseminacji, dotyczy przede wszystkim wykrywania nieprawidłowości o charakterze 
morfologicznym. Rutynowa ocena prowadzona w stacjach inseminacyjnych, to przede 
wszystkim określenie koncentracji, ruchliwości i obecności w ejakulacje plemników 
prawidłowych i odsetka tych z nieprawidłową strukturą morfologiczną. Jednak większość 
wad plemnika, które ograniczają ich potencjał do zapłodnienia, jest to skutek  
nieprawidłowego przebiegu spermatogenezy oraz nieprawidłowości rearanżacji jądra 
spermatydy do jądra plemnika, czyli zaburzeń podczas spermiogenezy. Są to więc zmiany  
o charakterze molekularnym, cytogenetycznym i epigenetycznym, związane z nieprawidłową 
organizacją plemnikowej chromatyny. 
Proces spermatogenezy i spermiogenezy stanowi tylko jeden z etapów powstawania 
nowego organizmu, a skuteczność funkcjonalna komórek płciowych jest zdeterminowana 
prawidłowym upakowaniem chromatyny plemnika i integralnością jego DNA. Jeżeli na tym 
poziomie nie ma nieprawidłowości, to istnieje duże prawdopodobieństwo wysokiej 
skuteczności zapłodnień oraz prawidłowego, embrionalnego rozwoju zarodka i płodu (Barrat 
i wsp., 2010). 
Najbardziej krytycznym momentem spermatogenezy, chociaż właściwie jest to już 
spermiogeneza, jest stopniowe zastępowanie somatycznych histonów białkami 
charakterystycznymi dla chromatyny plemnika, czyli protaminami. Skutkiem tej reorganizacji 
jest silne skondensowanie jądra plemnika. Dodatkową, poza kondensującą genom plemnika, 
funkcją protamin jest ochrona DNA plemnika przed enzymatycznym atakiem nukleaz  
i polimeraz. Ze względu na kompaktowe upakowanie chromatyny przez białka protaminowe,  
jakiekolwiek zmiany w strukturze tych białek skutkują anomaliami w obrębie jądra plemnika 
i wpływają na jakość nasienia i jego zdolność zapładniającą. W nasieniu, które jest określane, 
jako słabej jakości często obserwuje się zbyt luźno upakowaną chromatynę lub obecność 
wakuoli, które są skutkiem zaburzonej protaminacji i retencji histonów (Saxena i wsp., 2008; 
Andraszek i wsp., 2014; Banaszewska i wsp., 2015a,b). Protaminy są białkami o wysokiej 
zawartości argininy i cysteiny. Razem z DNA tworzą silnie skondensowaną oraz 
transkrypcyjnie wyciszoną konformacje chromatyny plemnika (Vilfan i wsp., 2004).  
W genomie plemnika ssaków, stopniowe włączanie w chromatynę protamin P1 i P2 jest ściśle 
regulowane podczas spermatogenezy. Badania dowodzą, że nie tylko zaburzona protaminacja, 
ale także nieprawidłowy stosunek protamin P1 do wariantu P2 są czynnikami wpływającymi 
na płodność. U osobników, u których w badaniu morfologicznym nasienia stwierdzono niską 
ruchliwość plemników lub niskie ich stężenie zaburzony jest zarówno proces protaminacji jak 
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i stosunek P1 do P2. Protaminacja jest niezbędna do zapewnienia prawidłowej kondensacji 
chromatyny plemnika, co z kolei wpływa na jego prawidłowe funkcjonowanie (Aoki i wsp., 
2005, 2006).  
Prawidłową strukturę chromatyny plemnika determinują nie tylko protaminy. Także 
prawidłowe usunięcie somatycznych histonów w istotny sposób wpływa na jakość 
plemników. W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie rolą obecnych w plemniku histonów  
i określanie ich wpływu na dojrzewanie nasienia, zapłodnienie i wczesny rozwój zarodkowy. 
U osobników płodnych histony są związane z promotorami mikroRNA oraz ekspresją genów 
aktywnych podczas rozwoju zarodkowego (Miller i wsp., 2010). Histonowa struktura 
chromatyny w spermatocytach i wczesnych spermatogoniach umożliwia aktywną 
transkrypcję. W dojrzałym plemniku aktywność transkrypcyjna chromatyny jest zahamowana 
poprzez jej związek z protaminami. Zaburzenia w proporcjach histonów i protamin  
w plemniku są skorelowane z niestabilnością DNA, a tym samym z podatnością DNA  
i chromatyny na uszkodzenia (Zhang i wsp., 2006; Zini i wsp., 2007, 2008; Andraszek i wsp., 
2014a; Banaszewska i wsp., 2015a,b). 
Barwienia plemników błękitem anilinowym  (AB) i Chromomycyną A3 (CMA3) są 
szybkimi testami oceny prawidłowej kondensacji chromatyny w plemnikach. Błękit aniliny 
jest barwnikiem, który w sposób specyficzny wiąże się z białkami o dużej zawartości lizyny. 
Takimi białkami są histony, które podczas spermiogenezy są zastępowane protaminami. 
Barwienie aniliną ujawnia nieprawidłową, zbyt wysoką zawartość histonów w plemniku. 
Takie plemniki są bardziej podatne na uszkodzenia DNA i zaburzenia stabilności chromatyny 
(Hammadeh  i wsp., 1998, 2001; Kazerooni i wsp., 2009). Wśród testów, które opracowano  
w celu oceny uszkodzeń DNA, najczęściej stosowane jest barwienie oranżem akrydyny. 
Barwnik określa stabilność chromatyny plemnika w środowisku kwaśnym. Jest barwnikiem  
o metachromatycznych właściwościach. Związany z natywną cząsteczką DNA fluoryzuje  
w paśmie zielonym, natomiast w połączeniu z RNA i jednoniciowym, uszkodzonym DNA 
fluoryzuje w paśmie od pomarańczowego do czerwonego - w zależności od poziomu 
uszkodzenia DNA (Evenson i wsp., 1980, 2000; Banaszewska i wsp., 2015a). 
Jednym z celów realizowanych w niniejszej pracy było określenie wpływu wieku 
osobnika na prawidłową strukturę chromatyny i stabilność DNA. Na podstawie 
przeprowadzonych analiz stwierdzono, że wiek knura wpływa na jakość chromatyny 
plemnika, a wady identyfikowane trzema technikami barwienia ujawniają się z różną 
częstotliwością w różnych grupach wiekowych. Interesującym spostrzeżeniem jest fakt, że 
wady epigenetyczne plemników oraz fragmentacja DNA są identyfikowane w plemnikach  
o prawidłowej budowie morfologicznej i w nasieniu o prawidłowych parametrach, czyli 
zaburzona struktura chromatyny nie jest identyfikowana podczas rutynowej analizy nasienia. 
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Plemniki z zaburzoną protaminacją, nieprawidłową retencją histonów lub fragmentacją DNA 
w rutynowej analizie są traktowane, jako prawidłowe. Natomiast wykorzystanie nasienia  
z zaburzoną strukturą chromatyny w inseminacji lub w rozrodzie może skutkować licznymi, 
wczesnymi poronieniami (Kazerooni i wsp., 2009).  
W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, najniższy udział plemników  
z zaburzoną struktura chromatyny oraz fragmentacja DNA stwierdzono w grupie knurów  
w wieku 20-26 miesięcy, czyli tych standardowo wykorzystywanych w inseminacji. 
Najwyższy odsetek plemników z zaburzoną strukturą chromatyny występował natomiast  
w grupie knurów najmłodszych, testowych. Wyniki te odbiegają od cytowanych w literaturze 
wyników innych autorów, którzy za główny czynnik powodujący wzrost liczby plemników  
z nieprawidłową chromatyną uważają starszy wiek (Sharma i wsp., 2015). Niestety, tego typu 
analizy, dotyczące wpływu procesu starzenia na jakość chromatyny plemników prowadzono 
jedynie u ludzi i dotyczyły badań mężczyzn w wieku dojrzałym, rozpłodowym. Zwierzęta 
wykorzystywane w inseminacji są często osobnikami młodymi, u których zdolność produkcji 
plemników jest wyznacznikiem do rozrodu. Zwierzęta takie, między innymi knury, mogą 
wykazywać niepełną wydolność procesu spermiogenezy, stąd obecność w ich nasieniu 
plemników o niezadowalającej strukturze chromatyny. Fakt ten skutkuje zwiększoną 
obecnością plemników z nie w pełni zastąpionymi histonami oraz nieprawidłowo 
wbudowanymi protaminami. Knury takie powinny być w sposób szczególny objęte 
dodatkową diagnostyką nasienia skierowaną na identyfikację zaburzeń struktury chromatyny. 
Wyniki badań Banaszewskiej i Kondrackiego (2012) jednoznacznie dowodzą, że rozwój 
płciowy knurów postępuje w czasie ich użytkowania rozpłodowego, do wieku około dwóch 
lat, co może mieć wpływ na poprawę jakości nasienia u osobników starszych. Potwierdzono 
to w badaniach prowadzonych w niniejszej pracy. Knury w wieku około dwóch lat 
charakteryzowały się najlepszymi parametrami nasienia pod względem kondensacji 
chromatyny i fragmentacji DNA. 
Drugą pod względem liczby plemników z wadami epigenetycznymi była grupa knurów 
najstarszych, w wieku powyżej trzech lat. Były to osobniki pozostawione w stacji 
unasieniania ze względu na preferencje hodowców. Morfologiczne parametry nasienia u tych 
knurów były na prawidłowym poziomie, natomiast udział plemników z zaburzoną strukturą 
chromatyny oraz fragmentacją DNA był wyższy niż w grupie knurów dwuletnich. Wyniki te 
są potwierdzeniem podobnych analiz wprowadzonych na nasieniu ludzkim. U mężczyzn 
powyżej czterdziestego roku życia występuje brak istotnych zmian w standardowych 
parametrach seminologicznych, natomiast dochodzi do zaburzeń molekularnych chromatyny 
plemników wyrażających się nieprawidłowościami jej struktury i kondensacji (Kazerooni  
i wsp. 2009; Sharma i wsp., 2015; Rosiak i wsp., 2016). W sposób jednoznaczny ta zależność 
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została także stwierdzona u kogutów (Tabatabei i wsp., 2010). O ile zaburzona protaminacja  
i retencja histonów są związane z procesem spermiogenezy, to fragmentacja DNA może być 
przyczyną m.in. stanów zapalnych jąder lub powrózków nasiennych. Zależność ta została 
zaobserwowana u ludzi i opisana w pracy Sharma i wsp. (2015). Odnosząc wyniki na 
materiale ludzkim, do analiz na knurach można stwierdzić analogię. Z obserwacji własnych, 
podczas stażu w Stacji Unasieniania Loch i zbieraniu materiału badawczego do niniejszej 
pracy, stwierdzono, że stany zapalne dotyczące układy rozrodczego najczęściej występowały 
u najstarszych knurów. 
Mimo, że integralność DNA może być doskonałym wskaźnikiem oceny płodności, (Barrat 
i wsp., 2010) zdecydowana większość badań z tej dziedziny dotyczy nasienia ludzkiego. Jest 
to tym bardziej zastanawiające, że w przypadku zwierząt inseminacyjnych możemy mieć do 
czynienia nie tylko z pojedynczym incydentem problematycznego zapłodnienia, ale  
z obecnością na rynku wielu dawek nasienia z plemnikami o obniżonej jakości chromatyny.  
Chromomycyna A3  jest guanino-cytozyno specyficznym fluorochromem stosowanym  
w identyfikacji zbyt niskiej kondensacji chromatyny plemnika. Barwienie w sposób  pośredni 
określa niedobór protamin w chromatynie plemnikowej. Chromomycyna A3 i protaminy 
konkurują o te same miejsca wiązania w DNA, w związku z czym plemniki posiadające 
wysokie stężenie protamin wybarwiają się słabo. Dlatego wyraźne wybarwienie plemnika 
tym związkiem jest wiarygodnym markerem nieprawidłowej kondensacji chromatyny 
powstałej podczas protaminacji (Bianchi i wsp., 1993; Hekmatdoost i wsp., 2009; Jenkins  
i wsp., 2011). Główną zaletą tej metody jest jej względna prostota w analizie. Cytowane  
w literaturze przedmiotu badania wykazały, że niedobór protamin identyfikowany za pomocą 
barwienia chromomycyną wpływa na skuteczność zapłodnienienia u ludzi (Iranpour i wsp. 
2000, Jenkins i wsp., 2011). Należy jednak pamiętać, że nieprawidłowości w chromatynie 
plemników, związane z białkami z grupy protamin, mogą występować na kilku poziomach: 
zastąpienie histonów protaminami,  braku protamin, zaburzenia w dojrzewaniu plemników  
w najądrzach. To wszystko wpływa na obniżona stabilność chromatyny plemników. 
Kazerooni i wsp. (2009) jednoznacznie stwierdzili, że liczba plemników pozytywnie 
wybarwionych CMA3 jest większa u osobników z obniżoną płodnością. Dowiedziono także, 
że nasienie osobników, których rodzice cierpieli na spontaniczne nawracające poronienia, ma 
niską jakość chromatyny, a w szczególności występuje w nim deficyt protamin. Ponadto 
okazało się, że żywotność plemników i nieprawidłowa morfologia są skorelowane  
z procentem plemników pozytywnie wybarwionych CMA3 i AB. Pokazuje to, że 
nieprawidłowe upakowanie chromatyny wpływa destrukcyjnie na parametry nasienia. 
Wniosek ten jest zgodny z obserwacjami innych autorów (Coetzee i wsp., 1998; Hammadeh  
i wsp., 1998, 2001; Sharma i wsp., 2015). Natomiast doświadczenia prowadzone na 
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zwierzętach, którym eksperymentalnie podawano chemioterapeutyki powodujące uszkodzenia 
DNA, wykazały wpływ uszkodzenia ojcowskiego genomu na rozwój zarodka, poród, a nawet 
negatywny wpływ na kolejne pokolenia (Iranpour i wsp., 2000; Fernandez-Gonzalez i wsp., 
2008; Delbès i wsp., 2010). Badania ejakulatów pobranych od niepłodnych mężczyzn  
i zwierząt transgenicznych dowodzą, że zmiany w zawartości protamin w chromatynie 
plemników, zaburzenia w stosunku P1:P2 lub niedobory cynku mogą być przyczyną męskiej 
niepłodności (Balhorn, 2007). Obie klasy protamin (P1i P2) są niezbędne dla prawidłowego 
dojrzewania spermatyd i w efekcie i do prawidłowego funkcjonowania plemników (Balhorn, 
2007). Zawartość i stosunek protamin P1 do P2 w chromatynie plemnika wydają się być 
cechą charakterystyczną gatunkowo (Corzett i wsp., 2002). Plemniki ludzkie i chomicze 
charakteryzują się wyższą zawartością protamin z grupy P2, która reguluje tempo 
dekondensacji chromatyny i genomu męskiego reaktywowanego po zapłodnieniu (Sotolongo 
i wsp., 2003). Chromomycyna A3 jest fluorochromem, który może być stosowany do 
wykrywania komórek, które mają słabą kondensację chromatyny wywołaną nieprawidłową 
protaminacją (Jenkins i wsp., 2011). Niektórzy autorzy sugerują, że barwienie plemników 
CMA3 może być wykorzystane do rozróżnienia morfologicznie odrębnych populacji z całej 
grupy plemników o prawidłowej budowie morfologicznej (Bianchi i wsp., 1996; Lolis i wsp., 
1996). W innych badaniach wykazano, że obserwowany w nasieniu zwiększony odsetek 
plemników reagujących pozytywnie na chromomycynę jest bezpośrednio związany  
z obniżeniem płodności (Kazerooni i wsp., 2009; Banaszewska i wsp., 2015b; Sharma i wsp., 
2015). Brak lub zaburzona struktura protamin prowadzi do nieprawidłowości w procesie 
kondensacji chromatyny w jądrze plemnika i wpływa na jakość nasienia, jego morfologię 
oraz w konsekwencji jego zdolność zapładniającą (Aoki i wsp., 2006; Oliva, 2006; Saxena  
i wsp., 2008; Wu i Chu, 2008). U osobników, u których w badaniu nasienia stwierdzono niską 
ruchliwość plemników lub niskie ich stężenie zaburzony jest zarówno proces protaminacji jak 
i stosunek P1 do P2 (Aoki i wsp., 2006).  
Rola białek związanych z DNA plemnika nie ogranicza się jedynie do protamin 
(Jenkins i wsp., 2011). Jest ich wprawdzie w plemniku zdecydowanie więcej, stanowią 
główne białka chromatyny plemnikowej, jednak równie ważną rolę odgrywają histony,  
a szczególnie ich nadmiar. Za pomocą barwienia błękitem aniliny można wykryć obecność 
histonów w jądrze plemnika, co jest równoznaczne z mniejszą ilością protamin w tych 
plemnikach (Hofmann i Hilsher, 1991). Błękit aniliny jest barwnikiem o charakterze 
kwasowym, który stosowany jest do oceny integralności chromatyny plemników. Plemniki  
z zaburzeniami DNA często wykazują obecność pozostałości histonów. Te pozostałości 
powodują luźniejsze upakowanie chromatyny zwiększając tym samym dostępność do 
podstawowych grup nukleoproteinowych, mogących wiązać kwaśne barwniki takie jak błękit 
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aniliny (Schulte i wsp., 2010; Jenkins i wsp., 2011). Anilina barwi histony w sposób 
selektywny ze względu na wysoką zawartość w nich lizyny. Ta selektywność może być 
dobrym sposobem na wykrywanie ewentualnych problemów w procesie wymiany białek 
jądrowych (histonów na protaminy) w dojrzałych plemnikach, gdyż protaminy, występujące 
w dużych ilościach w jądrach dojrzałych plemników są bogate w argininę i cysteinę, przy 
czym zawierają stosunkowo niewielkie ilości lizyny, czego konsekwencją jest brak 
wybarwienia przez błękit aniliny. Podwyższona zawartość histonów w plemniku skutkuje 
zwiększoną intensywnością zabarwienia komórki, a tym samym, większą podatnością na 
uszkodzenia DNA (Hammadeh i wsp., 2001; Hekmatdoost i wsp., 2009). 
Fizjologiczny poziom histonów w chromatynie plemnika, podobnie jak protaminacja, jest 
specyficzny gatunkowo. W badaniach u knura i myszy stwierdzono tylko około 1% histonów 
w chromatynie plemnika, podczas gdy u człowieka może to być nawet około 15% 
(Tanphaichitr i wsp., 1978; Gatewood i wsp., 1990; Bench i wsp., 1996). Przypuszcza się, że 
histony mają znaczenie w procesie dojrzewania plemników, a być może również w przebiegu 
zapłodnienia i wczesnego rozwoju zarodka (Jenkins i wsp., 2011). Wyższy poziom histonów 
stwierdzono u osobników niepłodnych lub z obniżoną płodnością z następującymi 
anomaliami: oligospermią - zmniejszoną liczbą dojrzałych plemników, teratozoospermią 
nieprawidłową budową plemników,  astenozoospermią - z zaburzeniami ruchliwości 
plemników (Zhang i wsp., 2006; Zini i wsp., 2008). Badania Kazerooni i wsp. (2009) 
przeprowadzone na nasieniu ludzkim wykazały, że u par z nawracającymi poronieniami 
występuje zwiększony procent komórek dodatnio zabarwionych błękitem aniliny. Hammadeh 
i wsp. (2001) udowodnili, iż pozytywne zabarwienie AB występowało istotnie częściej  
w grupie pacjentów z zaburzeniami płodności, niż w zdrowej populacji kontrolnej. Badania 
wykazały również, iż zamieralność zarodków jest skorelowana z podwyższoną zawartością 
histonów w plemnikach (Hammadeh  i wsp., 2001; Kazerooni i wsp., 2009). Wykazano, że  
u mężczyzn z teratozoospermią odsetek plemników pozytywnie wybarwionych AB był 
niemal o połowę większy niż u mężczyzn z normospermią (Franken i wsp., 1999). Badania 
pokazują, iż histony związane z DNA plemnika są powiązane z genami, które są ważne 
podczas różnicowania komórek we wczesnych etapach rozwoju zarodka (Tateno i wsp., 2000; 
Carrel i wsp., 2007, 2010). Uważa się, że reorganizacja chromatyny podczas spermatogenezy 
i jej skoncentrowana struktura występująca w dojrzałych plemnikach służy ochronie przed 
uszkodzeniami DNA (Rousseaux i wsp., 2005), wyciszeniu transkrypcji oraz ułatwia ruch 
plemnika w drodze do oocytu (Carrel i wsp., 2007, 2010). Podobnie jak w przypadku innych 
technik barwienia, barwienie AB jest przydatne ze względu na jego prostotę. Dotychczas nie 
ustalono wartości progowej patologicznej zawartości histonów w jądrze plemnika, od której 
występuje pozytywne zabarwienie komórek, a jednocześnie która wskazywałaby na 
79 
 
zaburzenia funkcjonalne plemnika, gdyż jak wiadomo jądro każdej gamety zawiera pewną,  
niewielką ilość histonów, która jest normą fizjologiczną. Ponadto literatura wskazuje, że 
istnieją pewne komórki, które w ogóle się nie barwią AB, mimo, że w dojrzałych plemnikach 
zawsze występuje pewien procent histonów. Plemniki niedojrzałe, bądź z zaburzeniami DNA 
zazwyczaj zawierają pozostałości histonów (Auger i wsp., 1990; Schulte i wsp., 2010; Jenkins 
i wsp., 2011). Dalsze badania są więc niezbędne, aby ustalić najlepszy sposób wykorzystania 
techniki barwienia błekitem aniliny. Badania histonów i ich ewentualnego zaangażowania we 
wczesny rozwój zarodkowy są konieczne, aby skutecznie zrozumieć epigenetyczne czynniki 
męskiej niepłodności. Ustalenie gatunkowych wartości referencyjnych jest przedmiotem 
kolejnych doświadczeń wielu badaczy. 
W niniejszej pracy, poza stwierdzeniem udziału plemników z zaburzoną kondensacją 
chromatyny, analizowano także fragmentacje DNA plemnika stosując oranż akrydyny. 
Pomimo stosowania oranżu w badaniach plemników różnych gatunków, jedynie u człowieka 
został określony poziom patologicznej fragmentacji DNA. Odsetek plemników  
z uszkodzonym DNA do 15% uważany jest za normalny, 15-25% - powodujący obniżenia 
płodności, natomiast poziom powyżej 25% uważany jest za wysokie ryzyko niepłodności 
(Evenson i wsp., 1999, 2000). Podobne ramy nie zostały wyznaczone dla innych gatunków. 
Wiadomo jedynie, że u buhajów obserwowano obniżenie płodności, gdy liczba plemników  
z uszkodzonym DNA przekraczała 10% (Bochenek i wsp., 2001). Evenson i wsp., (1980) 
stwierdzili, że plemniki zawierające zdenaturowany, jednoniciowy DNA wpływają na 
zmniejszenie skuteczności zapłodnienia i jakość zarodków uzyskiwanych in vitro. Badacze 
dowiedli, że nasienie w którym stwierdzono plemniki z jednoniciowym DNA 
zidentyfikowane barwieniem akrydynowym zmniejsza skuteczność zapłodnień i jakość 
inseminacji oraz procedury transferu zarodków.  
Poszczególne techniki barwienia są często pracochłonne, ale mogą być źródłem ważnych  
i dokładnych informacji diagnostycznych o populacji plemników w ejakulacie (Jenkins  
i wsp., 2011). Ma to znaczenie zwłaszcza w przypadku osobników młodych, 
wykorzystywanych do reprodukcji i mających zapewnić wysoki postęp hodowlany w obrębie 
gatunku. Wcześniej postawiona diagnoza na podstawie dodatkowych badań pozwoliłaby na 
ostrzejszą selekcję i wyeliminowanie z rozrodu samców z zaburzeniami płodności, zastępując 
je pełnowartościowymi rozpłodnikami. Knury przeznaczone do rozrodu są już po wstępnej 
selekcji, zarówno pod względem wartości hodowlanej, jak i oceny libido oraz oceny nasienia. 
Są to jednak badania rutynowe, nie obejmujące oceny stanu struktury chromatyny, która 
spełnia kluczową rolę w płodności samca. Badania oceny stanu struktury chromatyny warto 
byłoby wdrożyć, powtarzać i traktować jako badania okresowe w trakcie eksploatacji 
rozpłodnika, ponieważ zaburzona protaminacja może być cechą indywidualną, ale może też 
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następować pod wpływem innych czynników np. wieku, czy czynników środowiskowych. 
Mimo, że badanie morfologii nasienia nie wskazuje na zaburzenia, to jednak plemniki mogą 
mieć niedobór protamin. W niniejszej pracy na podstawie barwienia CM3 i AB wyraźnie 
obserwowano takie zjawisko u osobników bardzo młodych i najstarszych, wytypowanych do 
analiz prowadzonych w ramach niniejszej pracy.  
Barwienie nasienia omawianymi metodami może być skutecznym narzędziem 
diagnostycznym oceny jakości nasienia pod kątem zaburzeń w chromatynie plemnika. 
Zaburzona protaminacja i nieprawidłowa retencja histonów występują częściej u osobników 
młodych, u których nadal postępuje rozwój płciowy i u osobników starszych, które nie 
powinny być już użytkowane inseminacyjnie na szeroka skalę. Wydaje się więc celowa 
dokładna analiza zaburzeń procesu protaminacji jako narzędzia stanowiącego uzupełnienie 
morfologicznej i molekularnej oceny nasienia knurów. Badania białek jądrowych w aspekcie 
niepłodności pozwalają zrozumieć, jak ważny jest wpływ prawidłowej struktury chromatyny 
na funkcje plemników. Niestety, analiza prawidłowości protaminacji jest prowadzona przede 
wszystkim w odniesieniu do materiału ludzkiego pod kątem oceny męskiej płodności.  
W przypadku plemników zwierząt, tego typu badania są nieliczne i najczęściej ograniczają się 
do eksperymentów laboratoryjnych bez przełożenia aplikacyjnego. 
Warto wykonać podobne badania sondażowe u zwierząt, a zwłaszcza tych użytkowanych 
inseminacyjnie, ze szczególnym uwzględnieniem osobników młodych, rozpoczynających 
eksploatację, aby wyeliminować reproduktory, które mogą wykazywać obniżoną skuteczność 
zapłodnień. Wcześniej postawiona diagnoza na podstawie dodatkowych badań pozwoliłaby 
na ostrzejszą selekcję i wyeliminowanie z rozrodu samców z zaburzeniami płodności, ze 
skłonnością do powtarzających się ejakulatów zawierających plemniki o zaburzonej 
protaminacji, zastępując je pełnowartościowymi rozpłodnikami. Badania oceny stanu 
struktury chromatyny warto byłoby wdrożyć, powtarzać i traktować jako badania okresowe  
w trakcie eksploatacji rozpłodnika, bowiem zaburzona protaminacja może być cechą 
indywidualną, ale może też następować pod wpływem innych czynników np. wieku, czy 
czynników środowiskowych. Mimo, że podstawowe badanie morfologii nasienia nie 
wskazuje na zaburzenia, to jednak plemniki mogą mieć niedobór protamin. Badania białek 
jądrowych w aspekcie niepłodności pozwalają zrozumieć, jak ważny jest wpływ prawidłowej 
struktury chromatyny na funkcje plemników. Bardziej szczegółowe zrozumienie złożonej 
struktury chromatyny plemników jest istotne w opracowywaniu nowych, coraz bardziej 
wszechstronnych i precyzyjnych narzędzi diagnostycznych. 
Związek morfometrii plemnika z płodnością samca jest stale aktualnym tematem badań, 
dyskusji konferencyjnych i zagadnień diagnostyki płodności zarówno w medycynie ludzkiej 
jak i weterynaryjnej. Optymalizacja parametrów prawidłowego nasienia jest szczególnie 
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ważna  w rozrodzie zwierząt i inseminacji, kiedy od jednego osobnika sporządza się setki 
porcji nasienia inseminacyjnego. O istotności roli morfometrii plemnika świadczy coraz 
więcej publikacji będących opisem badań wykonywanych na całym świecie i na różnych 
gatunkach. Związek morfometrii plemnika z płodnością u ludzi opisali miedzy innymi Chan  
i wsp. (1999), Van der Horst i Maree (2009), McAlister (2010), czy Maree i wsp. (2010). Są 
prace wskazujące na związek wymiarów plemnika z płodnością u koni (Gravance i wsp., 
1996; Casey i wsp., 1997; Hirai i wsp., 2001; Hidalgo i wsp., 2008; Phetudomsinsuk i wsp., 
2008; Banaszewska i wsp., 2015d,e), u których zaburzenia płodności są skorelowane dodatnio 
z powiększonymi główkami plemników. Temat podejmowany był także w związku  
z płodnością knurów (Peña i wsp., 2005; Saravia i wsp., 2007; Banaszewska i wsp., 2011), 
buhajów (Boersma i wsp., 1999; Kondracki i wsp., 2012, Banaszewska i wsp., 2015c), psów 
(Nuñez-Martinez i wsp., 2007), czy lisów (Andraszek i wsp., 2016). Różnicę w wielkości 
główek u samców płodnych w stosunku do niepłodnych odkryto u samców różnych gatunków 
i stwierdzono, że samce, w nasieniu, których plemniki miały mniejsze główki były bardziej 
płodne. Stwierdzone na podstawie obserwacji własnych i innych autorów, różnice  
w wymiarach i kształcie główki plemników w obrębie różnych gatunków, ras i osobników 
oraz fakt, że w tym samym ejakulacie plemniki są zawsze niejednorodne i nasienie zawiera 
zarówno funkcjonalnie prawidłowe, jak i uszkodzone plemniki jest główną przeszkodą dla 
właściwej analizy parametrów morfometrycznych główki plemnika i w efekcie całej komórki 
oraz ejakulatu. Istotne jest, aby analiza i ocena plemników przy użyciu konkretnej metody 
umożliwiała identyfikację poszczególnych struktur komórki. Ponadto, to właśnie metoda 
barwienia preparatów oraz sposób ich oceny znacząco może wpływać na wyniki pomiarów 
morfometrycznych (Brito i wsp., 2011). 
W badaniach przeprowadzonych w niniejszej pracy stwierdzono, że w nasieniu badanych 
knurów, wszystkie analizowane parametry morfometryczne główki plemnika w preparatach 
barwionych technikami Papanicolaou oraz SpermBlue® były mniejsze w porównaniu  
z plemnikami niebarwionymi. Barwienia kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy oraz 
barwienie azotanem srebra wpłynęły na wzrost wartości parametrów główki plemnika  
w porównaniu z próbą kontrolną. Najbliższe wartościom parametrów morfometrycznych 
plemników niebarwionych były plemniki barwione techniką SpermBlue®, pomimo, że do 
analizy i oceny plemników knurów w Polsce rekomendowane jest barwienie w metodą 
bydgoską, czyli kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy (Kondracki i wsp., 2005, 2012; 
Łącka i wsp., 2016). W niniejszej pracy, barwienie to oceniono, jako jedno z dwóch 
powodujących puchnięcie główek i zawyżone w stosunku do próby kontrolnej wyniki 
wszystkich parametrów morfometrycznych główki. Potwierdzeniem wyników uzyskanych  
w niniejszej pracy są natomiast analizy morfometrii plemników buhaja i ogiera, po 
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zastosowaniu analogicznych, jak w niniejszej pracy technik barwienia. Zarówno w przypadku 
buhajów (Banaszewska i wsp., 2015c),  jak i ogierów (Banaszewska i wsp., 2015e) najbliższe 
parametrom morfometrycznym główek plemników niebarwionych były te zabarwione 
SpermBlue®. W niniejszej pracy plemniki o najmniejszych wymiarach główki w odniesieniu 
do długości, szerokości, pola i obwodu, stwierdzono po ich zabarwieniu techniką 
Papanicolaou. Plemniki barwione Papanicolaou miały ogólnie główki mniejsze, od główek 
plemników barwionych SpermBlue®, kompleksem eozyna i barwnika gencjanowy oraz 
azotanem srebra. Podobną zależność stwierdzono w przypadku plemników buhajów 
(Banaszewska i wsp., 2015c) i ogierów (Banaszewska i wsp., 2015e). Warto wspomnieć, że 
prace Banaszewska i wsp. (2015c,e) są to jedyne prace na materiale zwierzęcym, poza 
dyskutowanymi wynikami, w których analizowano wpływ kilku barwników  
o zróżnicowanych właściwościach biochemicznych i w których potwierdzono, że nie zawsze 
technika rekomendowana (z różnych względów) lub najczęściej, rutynowo stosowana, jest 
techniką optymalną do barwienia i analizy plemników konkretnego gatunku.  
Poza podstawowymi parametrami morfometrycznymi główki plemnika w niniejszej pracy 
oceniano także cztery indeksy kształtu według klasyfikacji Tygerberg, najbardziej obecnie 
restrykcyjnej klasyfikacji parametrów główki plemników (Kruger i wsp., 2004; Maree i wsp., 
2010). Cztery wskaźniki określają zmiany kształtu główek plemników. Eliptyczność wskazuje 
stopień, w jakim główki plemników są owalne, wąskie lub stożkowe. Ponieważ eliptyczność 
jest wyrażona jako stosunek długości do szerokości główki plemnika, więc zwiększenie 
szerokości główki będzie bezpośrednio powodować zmniejszenie eliptyczności. Wyższe 
wskaźniki eliptyczności oznaczają, że główki plemników są bardziej owalne, natomiast niższe 
wskaźniki wskazują, że główki są węższe. Wydłużenie określa stopień zaokrąglenia główki. 
Jeżeli wartość indeksu jest równa zero, główki są okrągłe. Indeks pofałdowania identyfikuje 
główki o nierównej powierzchni błony komórkowej, chropowate i bezpostaciowe, niekiedy 
określane mianem amorficznych. Im niższa wartość tego indeksu, tym powierzchnia główki 
jest bardziej pofałdowana. Regularność natomiast określa prawidłowość kształtu główki  
i identyfikuje główki plemnika o tzw. „gruszkowatym” kształcie i najlepiej, jeżeli jej wartość 
jest najbliższa wartości 1 (Kruger i wsp., 2004; Maree i wsp., 2010). 
W niniejszej pracy najbliżej indeksom kształtu plemników niebarwionych były plemniki 
barwione kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy, natomiast najbardziej różniły się  
(w odniesieniu do wszystkich indeksów) plemniki barwione azotanem srebra. Stwierdzono 
także duże zróżnicowanie wartości poszczególnych indeksów w zależności od zastosowanej 
techniki barwienia. Podobnie jak w przypadku podstawowych parametrów morfometrycznych 
główki, również indeksy kształtu plemników zwierząt zostały określone tylko u  buhaja  
i ogiera (prace Banaszewska i wsp., 2015c,e). W pracach tych również stwierdzono duże 
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zróżnicowanie indeksów kształtu po zastosowaniu zróżnicowanych technik barwienia. 
Porównując indeksy charakteryzujące główkę plemnika w przypadku poszczególnych metod 
barwienia i grupy kontrolnej, wynika, że główki plemników nie poddanych wpływowi 
żadnych barwników mają kształt bardziej owalny i zaokrąglony, na co wskazują wyższe 
wartości eliptyczność i wydłużenie. Główki plemników z próby kontrolnej są również 
bardziej symetryczne, co sugeruje mniejszą ingerencję i uszkodzenia plazmolemy główki 
wynikające z wpływu poszczególnych barwników.  
 Różne techniki barwienia wykorzystują szereg różnych odczynników chemicznych.  
W wielu przypadkach już samo utrwalenie nasienia na szkiełku mikroskopowym może 
zmienić strukturę plemnika. Alkohol w różnych stężeniach jest powszechnie stosowany jako 
utrwalacz zawiesiny lub rozmazu na szkiełku. Może on powodować odwodnienie i tym 
samym obkurczenie główki plemnika. Wstępna inkubacja preparatów w roztworze 
fizjologicznym może działać na zasadzie roztworu hipotonicznego i powodować obrzęk 
główki. Odczynniki i woda poprzez przenikanie przez membrany plemnika w celu osiągnięcia 
równowagi osmotycznej, mogą powodować obrzęk lub skurcz komórki (Jeyendran i wsp., 
1984; Maree i wsp., 2010), stąd różnice w wymiarach plemników tego samego osobnika przy 
użyciu różnych technik barwienia i konieczność standaryzacji i optymalizacji technik 
barwienia dla gatunku. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy są potwierdzeniem tej tezy.  
 Każdy odczynnik użyty w barwienia nasienia lub w procesie jego utrwalania, czy 
konserwacji, może powodować zmiany w wymiarach plemników, a im bardziej wieloetapowa 
i wymagająca zróżnicowanej chemii technika, tym większe jest prawdopodobieństwo 
ingerencji i uszkodzenia komórki. Przy technice Papanicolau używa się ponad 12 różnych 
substancji chemicznych. Według McAlister (2010) i Maree i wsp. (2010) barwienie nasienia 
ludzkiego techniką Papanicolaou powoduje kurczenie się główek plemników w porównaniu 
do plemników niebarwionych, co znajduje potwierdzenie w badaniach własnych i pracach 
Banaszewska i wsp. (2015c,e). Wykazano, że niektóre substancje na przykład ksylen i alkohol 
są przyczyną obkurczenia główki plemnika, a preparaty utrwalające powodują zmiany 
wymiarów główek plemników (Gao i wsp., 1993; Sancho i wsp., 1998). Badania Aksoy  
i wsp. (2012) potwierdzają wpływ techniki barwienia na wymiary główek plemnika. Liczne 
badania wskazują, że niektóre techniki barwienia prowadzą do zwiększania lub zmniejszania 
wymiarów główki plemnika (Katz i wsp., 1986; Meschede i wsp., 1993; Franken i wsp., 
2000; Hidalgo i wsp., 2006). Na uwagę zasługuje szybka i prosta, dwustopniowa procedura 
barwienia nasienia SpermBlue®. Z badań McAlister (2010) i Maree i wsp. (2010) wynika, że 
wymiary plemników ludzkich barwionych SpermBlue® były najbardziej zbliżone do 
wymiarów plemników z nasienia świeżego, niebarwionego. Obserwacje Van der Horst  
i Maree (2009) wskazują, że przy barwieniu SpermBlue® nie zaobserwowano wyraźnych 
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objawów pęcznienia plemników różnych gatunków zwierząt i człowieka, prawdopodobnie ze 
względu na substancje wpływające izoosmotycznie na nasienie. Dodatkową zaletą barwienia 
plemników SpermBlue® jest to, że podczas tego barwienia nie barwi się tło, co mogłoby 
maskować pewne granice plemników, utrudniając ich analizę (Van der Horst i Maree, 2009). 
Potwierdzone to zostało w niniejszej pracy i pracach Banaszewskiej i wsp. (2015c,e). 
Barwienie SpermBlue® może być rekomendowane do oceny morfologii i morfometrii 
plemników knura, buhaja i ogiera, ponieważ w najmniejszym stopniu wpływa na podstawowe 
parametry morfometryczne plemnika. 
Jak wspomniano wyżej, zastosowane odczynniki chemiczne nie tylko powodują 
obkurczenie główki plemnika, mogą również powodować jej obrzmienie. Plemniki barwione 
azotanem srebra charakteryzowały się największą długością, szerokością polem i obwodem 
główki. To zróżnicowanie wynika prawdopodobnie z  postępowania przed i w czasie 
barwienia. Barwienie srebrem jest prowadzone w roztworze koloidowym żelatyny  
w temperaturze 60°C, w warunkach pełnej wilgotności. Taka procedura może mieć wpływ  
na zwiększenie wymiarów plemnika. Wynika to z hydrofilowych właściwości białek 
(Andraszek i Smalec, 2011). Zwiększone, w porównaniu z plemnikami niebarwionymi  
i barwionymi innymi technikami, parametry morfometryczne główki obserwowano także  
u ogierów (Banaszewska i wsp., 2015d,e).  
Technika barwienia, powinna w jak najmniejszym stopniu ingerować w strukturę komórki, 
jednocześnie powinna ujawniać możliwie najwięcej szczegółów jej budowy. Niestety,  
w przypadku barwienia plemników zwierząt gospodarskich taka metoda nie istnieje. Jak 
wspomniano wyżej, cytując wyniki własne i innych autorów, techniką która w najmniejszym 
stopniu wpływa na zmianę parametrów główki plemnika jest SpermBlue®. Niestety,  
w przypadku knurów, ogierów i buhajów technika ta nie umożliwia oceny zasięgu akrosomu. 
Podobnie jest w przypadku Papanicolaou. Powszechnie stosowane barwienie kompleksem 
eozyna i barwnik gencjanowy umożliwia ocenę akrosomu w plemnikach koni (Banaszewska 
2015d), natomiast w przypadku buhajów (Banaszewska i wsp., 2015c) i knurów (badania 
własne) określenie granicy akrosomu nie jest jednoznaczne. Ciekawym i obiecującym wydaje 
się zastosowanie barwienia błękitem aniliny w celu identyfikacji struktur plemnika. 
Wprawdzie barwienie to jest wykorzystywane w identyfikacji zaburzeń kondensacji 
chromatyny, to w przypadku plemników lisa sprawdziło się, jako barwienie umożliwiające 
szczegółowe pomiary morfometryczne (Andraszek i wsp., 2016). Niestety, w przypadku 
knurów i buhajów barwienie to nie identyfikuje szczegółów główki plemnika.  
Analizując wyniki prezentowane w niniejszej pracy oraz badania innych autorów można 
stwierdzić, że techniką, która w najbardziej precyzyjny sposób ujawnia szczegóły budowy 
plemnika jest barwienie azotanem srebra. Azotan srebra jest techniką, która pozwala na 
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zaobserwowanie wielu szczegółów budowy morfologicznej plemnika (główka i jej składowe, 
wstawka, witka), jak ich zróżnicowania w obrębie różnych gatunków (Andraszek i Smalec, 
2011; Andraszek i wsp., 2014b). Wzorce barwienia azotanem srebra ujawniają specyficzne 
dla danego gatunku i odmiany różnice, zwłaszcza w odniesieniu do główki plemnika.  Białka 
główki plemnika mają charakter alkaliczny, dlatego po zastosowaniu azotanu srebra jej cześć 
zawierająca akrosom wybarwia się w mniejszym stopniu (jest jaśniejsza) niż jej część 
dystalna (czapeczka tylna). Ukazuje to, że chromatyna jądra plemnika ma zróżnicowany skład 
w obrębie tych dwóch części, bowiem czapeczka tylna zawiera pozostałości kwaśnych białek 
i jąderka, które pozytywnie reagują z solami srebra  (Andraszek i Smalec, 2011). Ponadto 
dzięki tej metodzie daje się wyraźnie zaobserwować różnice w integralności akrosomomu 
(dzięki możliwości obserwacji wielu szczegółów jego budowy), które mogą występować 
w wyniku uszkodzenia, bądź starzenia się plemnika, jak również różnego rodzaju 
nieprawidłowości nasienia (Kazerooni i in., 2009). Barwienie azotanem srebra umożliwia 
precyzyjne pomiary plemników ssaków (Andraszek i wsp., 2014b, Banaszewska i wsp., 
2015d,e,f), ptaków (Andraszek i wsp., 2018) oraz owadów (Gontarz i wsp., 2016).  
Można zatem stwierdzić, iż jej zastosowanie w badaniach plemników może być cennym 
źródłem szczegółowych informacji odnośnie budowy morfologicznej oraz wymiarów 
morfometrycznych plemnika, które to zagadnienia zyskują obecnie coraz większe znaczenie 
w badaniach nad oceną płodności oraz technik konserwacji nasienia przeznaczonego do 
sztucznego zapłodnienia. Niniejsza praca dowodzi słuszności stosowania barwienia 
plemników azotanem srebra. Metodę tę można stosować z powodzeniem stosować na szerszą 
skalę. 
Według danych literaturowych na morfometrię plemnika może wpływać także ciśnienie 
osmotyczne, czas barwienia, zamrażanie i rozmrażanie. Zmiany mogą dotyczyć nie tylko 
wymiarów plemnika, co może fałszować ocenę, ale także mogą mieć wpływ na strukturę 
chromatyny, co bezpośrednio przekłada się na obniżoną płodność lub nawet bezpłodność 
(Aziz i wsp., 1998; Andraszek i wsp., 2014a). Ciśnienie osmotyczne w ludzkim nasieniu 
zostało określone w zakresie od 330 do 370 mOsm/kg (Rossato i wsp., 2002). Osmotyczny 
współczynnik przepuszczalności wody w błonach ludzkich plemników jest bardzo wysoki, co 
wskazuje na obecność licznych porów w błonie cytoplazmatycznej. Podczas działania 
czynników hipoosmotycznych, woda dostaje się do wnętrza plemnika w celu osiągnięcia 
równowagi osmotycznej. Ten napływ wody do wnętrza plemnika powoduje zwiększenie 
wymiarów główki, a na błonie komórkowej może pojawić się wybrzuszenie, powodując 
zaburzenie prawidłowego stosunku powierzchni do objętości. Odwrotnie dzieje się, gdy 
umieścimy plemniki w warunkach hiperosmotycznych. Następuje wtedy utrata wody  
i kurczenie się główki plemnika (Abraham-Peskir i wsp., 2002; Maree i wsp., 2010). Tego 
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typu analizy nie były dotychczas prowadzone na nasieniu zwierząt. W przypadku plemników 
człowieka porównano dwie techniki stosowane powszechnie w ocenie morfologicznej 
Rapidiff (RD) i Papanicolaou (PAP). Dla komponentów RD obliczono ciśnienie osmotyczne. 
Wszystkie trzy komponenty były hipoosmotyczne w stosunku do nasienia. Różnice  
w stosunku do ciśnienia osmotycznego nasienia mogą wpływać na znaczną liczbę 
spuchniętych główek wykrywanych podczas barwienia techniką RD. Barwienie PAP jest 
procedurą wieloetapową. Stosowany jest w niej etanol i ksylen, które działają 
hiperosmotycznie i powodują kurczenie się główki plemnika (Maree i wsp., 2010). Brak 
negatywnego wpływu na wymiary ludzkich plemników stwierdzono w przypadku barwienia 
SpermBlue®, prawdopodobnie ze względu na substancje wpływające izoosmotycznie na 
nasienie (McAlister, 2010). 
O ile dla nasienia ludzkiego są rekomendowane pewne metody barwienia preparatów,  
o tyle dla nasienia zwierząt, ciągle poszukuje się optymalnych technik, które pozwalałyby  
w wiarygodny sposób ocenić płodność samca. Rozbieżności w reakcji nasienia na barwniki 
użyte do przygotowania preparatu mogą wynikać z różnic pomiędzy gatunkami lub z różnic 
osobniczych w odporności nasienia na działanie czynników zewnętrznych (WHO, 2010; Brito 
i wsp. 2011). O zróżnicowanych wymiarach główki plemnika może także decydować 
struktura i ułożenie mikrowłókien występujących w główce plemnika. Cytoszkielet główki 
plemnika składa się z białek jądra i otoczki jądrowej, które są częściowo odpowiedzialne za 
kształtowanie się jądra. W zależności od sposobu utrwalania preparatów i zastosowanego 
barwienia mogą występować zmiany w ułożeniu włókien aktyny w główce (Dvorakova  
i wsp., 2005). Rozmieszczenie włókien aktyny w główce plemnika może się różnić  
w zależności od osmolarności roztworu (Fouquet i Kann, 1992).  
W przypadku niektórych gatunków ssaków są pewne opracowane klasyfikacje odnoszące 
się do morfologii plemników (Barth i Oko, 1989; WHO, 2010). Poza normami opracowanymi 
i rekomendowanymi przez WHO, będącymi normami referencyjnymi nie istnieją wytyczne 
dotyczące jednoznacznej rekomendacji techniki barwienia w odniesieniu do gatunku 
zwierzęcia. Również w literaturze wymiary plemników tego samego gatunku, barwione 
różnymi technikami i oceniane w różnych powiększeniach mikroskopu, różnią się 
diametralnie. Jako obowiązujące istnieją jedynie wytyczne dotyczące wad plemników i form 
plemników uznawanych jako zmienione morfologicznie. Spermiogram oszacowano między 
innymi dla nasienia buhaja (Blom, 1981, 1983; Rosłanowski, 1987). Ten system klasyfikacji 
często stosowany jest również do oceny plemników knura (Kondracki i wsp., 2006). Nieco 
inną klasyfikację zmian plemników oszacowano dla nasienia ogiera (Kosiniak-Kamysz  
i Wierzbowski, 2004). Zdefiniowano również ważniejsze wady plemników ptaków 
domowych (Chełmońska i Dymkowska, 1993). Dlatego ważnym czynnikiem, który należy 
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brać pod uwagę przy wyborze techniki barwienia jest porównanie jak procedura barwienia 
zmienia morfologię i wymiary plemników w porównaniu z tymi plemnikami, które znajdują 
się w nasieniu świeżym (Maree i wsp., 2010). Dla zwierząt nie ma jednoznacznych 
wytycznych jaką techniką barwić plemniki samców konkretnego gatunku. Były podejmowane 
próby barwienia nasienia kogutów (Łukaszewicz, 1988) metodą eozynową, nadal 
rekomendowaną dla nasienia buhajów.  Okazało się jednak, że barwione tą metodą plemniki 
mają skłonność do obrzęków główek, co dyskwalifikuje tę metodę do oceny nasienia drobiu 
(Łukaszewicz i wsp., 2008). Bardzo prostą i od lat stosowaną techniką w ocenie nasienia 
ssaków jest barwienie preparatów kompleksem eozyny i barwnika gencjanowego (Kondracki 
i wsp.,  2005; Kondracki i wsp., 2012). Metoda ta bardzo wyraźnie wybarwia główki 
plemników, ale utrudnia obserwację zasięgu akrosomu, czy wstawki, co znajduje 
potwierdzenie w badaniach własnych i badaniach Banaszewskiej i wsp. (2015c,e). Każda  
z metod ma swoje wady i zalety, a problemem jest dopasowanie tej optymalnej.  
W związku z szerokim zastosowaniem kriokonserwacji nasienia, morfometria główki 
plemnika może być wskaźnikiem zdolności zapładniającej nasienia kwalifikowanego do 
mrożenia (Watson, 2000). Przypuszcza się, że plemniki o mniejszych i bardziej wydłużonych 
główkach lepiej się przechowują podczas kriokonserwacji (Esteso i wsp., 2006), co może być 
kwestią do rozważenia w celu poprawy przechowywania nasienia mrożonego 
(Phetudomsinsuk i wsp., 2008). W czasie kriokonserwacji nasienia, zmianom może ulegać 
struktura chromatyny plemnika powodując zmniejszanie pola powierzchni główki, co  
w konsekwencji może skutkować zaburzeniami morfologii takich główek (Arruda i wsp., 
2002) Mrożenie nasienia wpływa także na funkcjonalność mitochondriów, akrosomu oraz 
narusza stabilność chromatyny (Vlasiu i wsp., 2008), jak również powoduje niekorzystne 
zmiany błony plazmatycznej cytoszkieletu (Gutierrez-Perez i wsp., 2011). W nasieniu 
ogierów na przykład stwierdzono, że wysoki odsetek plemników ze zmianami w obrębie 
główki, głównie ich pęcznienie,  wpływa na zamieranie zarodków w czasie ciąży.  Zjawisko 
zmian wymiarów plemników można obserwować również podczas procesu kriokonserwacji 
nasienia. Stwierdzono także,  że konserwacja nasienia w niskich temperaturach powoduje 
zmniejszanie wymiarów główek plemników w nasieniu buhaja (Rubio-Guilleni wsp., 2007), 
człowieka (Thompson i wsp., 1994), ogiera (Arruda i wsp., 2002), knura (García-Herreros  
i wsp., 2007) i kozła (Hidalgo i wsp., 2007). Plemniki umieszczone w roztworach 
hipotonicznych mają skłonności do pęcznienia, a w roztworach hipotonicznych – ulegają 
procesowi obkurczenia główki (Gao i wsp., 1993). Esteso i wsp. (2006) stwierdzili natomiast, 
że powierzchnia główek plemników jelenia oraz współczynnik wydłużenia 
(długość/szerokość) są statystycznie różne w ejakulatach o wysokiej i niskiej kriooporności. 
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Wpływ wielkości i kształtu główki na porozmrożeniową jakość nasienia wykazano również  
w innych badaniach (Gravance i wsp.,  1998; Pĕna i wsp., 2005; Hidalgo i wsp., 2007). 
Niektórzy autorzy wskazują na związek morfometrii plemnika z ruchliwością. Kształt 
główki plemnika jest ważnym czynnikiem wpływającym na jego hydrodynamikę  
i przypuszczalnie plemniki o główkach bardziej smukłych i owalnych charakteryzują się 
większą efektywnością ruchu. Można, więc poszukiwać związku kształtu główek  
z ruchliwością obserwując, czy plemniki o główkach bardziej owalnych mają dłuższe 
wstawki, których organelle wywierają niewątpliwy wpływ na ruch plemników (Gage, 1998). 
Istnieją także prace, w których udowodniono, że zwierzęta o mniejszych rozmiarach 
plemników są bardziej płodne. Ostermeier i wsp. (2001a,b) potwierdzili, że buhaje o wysokiej 
płodności mają bardziej wydłużone i mniejsze plemniki niż osobniki o mniejszej zdolności do 
zapłodnienia.  
Podsumowując, różnice w wymiarach główki plemników po zastosowaniu różnych 
technik barwienia wynikają z użytych w procedurze utrwalaczy i odczynników chemicznych. 
Spostrzeżenia te nasuwają konkluzję, że bardzo ważne jest ustalenie naturalnych wymiarów 
główki plemnika niebarwionego, a dopiero kolejnym krokiem powinno być ustalenie 
optymalnej techniki i wartości referencyjnych dla tej konkretnej techniki barwienia. Duże 
znaczenie ma również dobór odpowiedniej techniki barwienia nasienia do gatunku zwierząt, 
gdyż jak wskazują badania wielu autorów oraz wyniki własne niektóre metody sprawdzając 
się w przypadku konkretnego gatunku, nie nadają się do analizy innego. W takich 
okolicznościach badany samiec może być w jednym laboratorium sklasyfikowany jako 
osobnik z prawidłową morfologią plemników, a w innym jako osobnik z zaburzeniami 
płodności. Chociaż niektóre badania sugerują, że alternatywne techniki barwienia są 
skuteczne i dają pewny wynik, w innych wykazano znaczące różnice między barwieniami  
w odniesieniu do intensywności barwienia i kontrastu, ale także, co najważniejsze,  
w odniesieniu do rozmiaru i kształtu plemnika. Każdy z wymienionych parametrów może 
mieć istotny wpływ na wyniki oceny morfologii. Te subtelne różnice w ocenianych 
preparatach są szczególnie problematyczne przy ocenie zaburzeń płodności w przypadkach,  
w których wartości parametrów morfologii plemników wahają się w obrębie granicznych 
wartości referencyjnych. 
 
 
 
 
 
 
 
 
89 
 
6. Podsumowanie i wnioski 
 
 W roku 1910 w czasopiśmie „Rolnik i Hodowca” po raz pierwszy można było przeczytać 
wzmiankę o sztucznym unasienianiu, która dotyczyła referatu wygłoszonego przez lekarza 
weterynarii Henryka Kotłubaja. W roku 1934 Tadeusz Olbrycht rozpoczął pracę nad 
inseminacją trzody chlewnej i datę tę można przyjąć jako początek rozwoju tematyki 
unasieniania tego gatunku w Polsce. Natomiast lata 60-te przyniosły dynamiczny rozwój  
w tejże dziedzinie i w roku 1965 sztuczna inseminacja trzody chlewnej została wprowadzona 
do praktyki na stałe. Od tamtego okresu pojawiło się wiele badań, jak i ulepszeń oraz 
kryteriów pomagających hodowcy w podejmowaniu decyzji dotyczących przyszłości jego 
stada. Obecnie dzięki rozwojowi technologii, kupujący nasienie rolnik jest bardziej świadomy 
i jest w stanie lepiej przewidzieć na jakie wyniki może liczyć wybierając nasienie od 
konkretnego knura. Pomimo tych wszystkich osiągnięć naukowcy wciąż próbują rozwikłać 
zagadkę najwyższej jakości nasienia, które gwarantowałoby hodowcy także wysoką 
skuteczność zapłodnienia, a tym samym obniżenie kosztów prowadzenia chowu i hodowli 
oraz otrzymanie wyższego zysku.  
W polskich stacjach unasieniania nadal głównym kryterium determinującym jakość 
nasienia jest rutynowa ocena cech morfologicznych plemników. Jak pokazały licznie 
przeprowadzone badania, coraz częściej naukowcy zajmują się tematem wad związanych  
z chromatyną i DNA. Dzięki możliwości zastosowania metod cytochemicznych, które 
umożliwiają określenie zmian charakteru białek histonopodobnych (obecnych  
w spermatydach), w stabilne białka protaminowe plemników, pozwoliło to na docenienie 
tychże białek, których zadaniem jest stabilizacja struktury DNA w plemnikach. Zmiany 
będące o charakterze molekularnym, cytogenetycznym, czy też epigenetycznym, związane są 
z nieprawidłową organizacją struktury chromatyny, dlatego też zakłócenia struktury 
nukleoproteidowej mogą być rozważane w kategorii wyznaczników wartości biologicznej 
plemników. Problemem jest także dobór odpowiedniej techniki barwienia do oceny 
plemników określonego gatunku. 
Celem niniejszej pracy, którym była ocena struktury chromatyny plemników oraz ocena 
wpływu zastosowanej techniki barwienia na parametry morfologiczne 
i morfometryczne plemników knurów inseminacyjnych był realizowany poprzez znalezienie 
odpowiedzi na dwa pytania badawcze: czy wiek knura wpływa na strukturę chromatyny 
plemnika i fragmentację plemnikowego DNA oraz czy zastosowana technika barwienia 
plemników wpływa na ich parametry morfometryczne? 
Uzyskane w niniejszej pracy wyniki badań umożliwiły zweryfikowanie i potwierdzenie 
hipotez badawczych oraz sformułowanie wymienionych poniżej wniosków. 
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Weryfikacja H1 – wiek knura wpływa na strukturę chromatyny plemnika i fragmentację 
plemnikowego DNA. 
Weryfikacja H2  zastosowana technika barwienia plemników wpływa na ich parametry 
morfometryczne. 
 
1. Wiek knura ma istotny wpływ na stabilność DNA i strukturę chromatyny 
plemników. 
2. W grupie knurów najstarszych stwierdzono największy odsetek plemników  
z fragmentacją DNA, zaś w grupie knurów najmłodszych stwierdzono największy udział 
plemników z nieprawidłową retencją histonów i zaburzoną protaminacją. 
3. Barwienie AB, CMA3 oraz AO powinny być rutynowo stosowane u osobników 
użytkowanych inseminacyjnie, szczególnie z uwzględnieniem osobników młodych, które 
dopiero rozpoczynają eksploatacje, aby wyeliminować samce, które mogą wykazywać 
obniżoną skuteczność zapłodnień oraz u osobników starszych, u których następuje 
związana z wiekiem obniżona stabilność materiału genetycznego. Wcześniej postawiona 
diagnoza na podstawie dodatkowych badań pozwoliłaby na ostrzejszą selekcję  
i wyeliminowanie z rozrodu samców z zaburzeniami płodności, zastępując je 
pełnowartościowymi rozpłodnikami.  
4. Otrzymane wyniki pozwoliły na sformułowanie dodatkowego wniosku jakim jest 
stwierdzenie, iż wszystkie powyższe trzy barwienia można zastosować w klasycznej 
analizie morfologicznej, gdyż wyraźnie odcinają główkę plemnika od tła preparatu. 
Ponadto, barwienie Chromomycyną doskonale uwidacznia wstawkę i może być 
zastosowane jako barwienie kierunkowe, służące ocenie wstawki plemnika. 
5. Zastosowana metoda barwienia ma istotny wpływ na wymiary główki plemnika 
knura. 
6. Najmniejsze wymiary wszystkich analizowanych parametrów uzyskany po zastosowaniu 
barwienia Papanicolaou, zaś największe wartości otrzymano w grupie, u której użyto 
barwienie za pomocą azotanu srebra.  
7. Najbliższe wartościom parametrów morfometrycznych główek plemników niebarwionych 
były plemniki barwione za pomocą techniki SpermBlue® i to ta technika, a nie stosowany 
rutynowo kompleks eozyna i barwnik gencjanowy, powinna być technika wiodącą  
w ocenie morfometrii plemników knura.  
8. Najbliższe indeksom kształtu  główek plemników niebarwionych były plemniki barwione 
kompleksem eozyna i barwnik gencjanowy, natomiast najbardziej, ponieważ  
w odniesieniu do czterech indeksów, różniły się plemniki barwione azotanem srebra.  
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9. Barwienie azotanem srebra w najbardziej szczegółowy sposób identyfikuje szczegóły 
budowy plemnika. Niniejsza praca dowodzi słuszności stosowania barwienia plemników 
azotanem srebra. Metodę tę można zaliczyć to metod uniwersalnych. Może być 
zastosowana jako samodzielna, bądź jako uzupełnienie rutynowej diagnostyki.  
10. Technika barwienia, powinna w jak najmniejszym stopniu ingerować w strukturę 
plemnika, jednocześnie powinna ujawniać możliwie najwięcej szczegółów jego budowy. 
11. Bardzo ważne jest ustalenie naturalnych wymiarów główki plemnika niebarwionego,  
a dopiero kolejnym krokiem powinno być ustalenie optymalnej techniki i wartości 
referencyjnych dla tej konkretnej techniki barwienia.  
12. Nie zawsze technika rekomendowana lub najczęściej, rutynowo stosowana, jest techniką 
optymalną do barwienia i analizy plemników konkretnego gatunku. 
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8. Spis fotografii 
 
Fotografia 1. Plemniki knura barwione błękitem aniliny - niska koncentracja plemników 
w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b - plemnik o podwyższonej 
zawartości histonów; jasne pole. 
Fotografia 2.  Plemniki knura barwione błękitem aniliny - wysoka koncentracja 
plemników w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b - plemnik  
o podwyższonej zawartości histonów; jasne pole. 
Fotografia 3.  Plemniki knura barwione błękitem aniliny - wysoka koncentracja 
plemników w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b - plemnik  
o podwyższonej zawartości histonów; filtr korygujący. 
Fotografia 4.  Plemniki knura barwione chromomycyną A3 - niska koncentracja 
plemników w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b - plemnik o zaburzonej 
protaminacji; barwienie fluorescencyjne.  
Fotografia 5.  Plemniki knura barwione chromomycyną A3 - wysoka koncentracja 
plemników w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b - plemnik o zaburzonej 
protaminacji; barwienie fluorescencyjne.  
Fotografia 6. Plemniki knura barwione chromomycyną A3 - wysoka koncentracja 
plemników w preparacie; a - plemnik prawidłowy, b - plemnik o zaburzonej 
protaminacji; barwienie fluorescencyjne.  
Fotografia 7.  Plemniki knura barwione oranżem akrydyny; a - plemnik prawidłowy,  
b - plemnik ze stwierdzona fragmentacją DNA; barwienie fluorescencyjne.  
Fotografia 8.  Plemniki knura nie barwione, kontrast fazowy. 
Fotografia 9.  Plemniki knura barwione Papanicolaou. 
Fotografia 10. Plemniki knura barwione SpermBlue®. 
Fotografia 11. Plemniki knura barwione kompleksem eozyna-barwnik gencjanowy. 
Fotografia 12. Plemniki knura barwione azotanem srebra. 
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9. Spis rycin 
Rycina 1.  Homonculus - człowiek ze spermy ludzkiej narysowany przez Nicolasa 
Hartsoekera w 1694  roku (a); Mikroskopijna postać człowieka ze spermy 
ludzkiej narysowane i odpowiednio nazwane spermatoidami przez Antona van 
Leeuwenhoeka w 1677 roku (b). 
Rycina 2.  Schemat podłużnego przekroju plemnika ssaka (według Bielańska-Osuchowska  
i Sysa, 1998); oznaczenia: l - lamina, mpa - materiał podakrosomowy, m - 
macierz akrosomowa, baz - błona akrosomowi zewnętrzna, baw - błona 
akrosomowi wewnętrzna, bk - błona komórkowa, sr - segment równikowy, pa - 
otoczka zaakrosomowa, z - pierścienie okrężne, j - jądro komórkowe, p - płytka 
podstawowa, cb - centriola bliższa, pt - pierścień tylny główki, wog - włókno 
obwodowe gęste, mi - pochewka mitochondrialna, bk - błona komórkowa,  
a - pierścień (annulus), ow - osłonka włóknista, ak - włókno osiowe. 
Rycina 3.  Przebieg procesu spermatogenezy (Sharma i Agarwal, 2011; zmodyfikowane). 
Rycina 4.  Schemat wymiany histonów na protaminy w plemniku (Sharma i Agarwal, 2011; 
zmodyfikowane). 
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10. Spis tabel 
 
Tabela 1. Parametry morfometryczne główki plemnika, indeksy kształtu oraz formuły 
przeliczeniowe (Maree i wsp., 2010).    
Tabela 2. Liczebność materiału badawczego na kolejnych etapach analiz. 
Tabela 3. Obecność plemników z zaburzoną strukturą chromatyny i fragmentacją DNA 
w plemnikach knurów. 
Tabela 4. Wyniki pomiarów plemników niebarwionych. 
Tabela 5. Wyniki pomiarów plemników barwionych Papanicolaou.  
Tabela 6. Wyniki pomiarów plemników barwionych SpermBlue®.  
Tabela 7. Wyniki pomiarów plemników barwionych kompleksem eozyna-barwnik 
gencjanowy.  
Tabela 8. Wyniki pomiarów plemników barwionych azotanem srebra.  
Tabela 9.  Wartości parametrów morfometrycznych w zależności od techniki barwienia. 
Tabela 10. Zróżnicowanie pola powierzchni główki - wartości bezwzględne.  
Tabela 9.  Wartości parametrów morfometrycznych w zależności od techniki barwienia. 
Tabela 10. Zróżnicowanie pola powierzchni główki - wartości bezwzględne.  
Tabela 11. Zróżnicowanie obwodu główki - wartości bezwzględne. 
Tabela 12. Zróżnicowanie długości główki - wartości bezwzględne. 
Tabela 13.  Zróżnicowanie szerokości główki - wartości bezwzględne. 
Tabela 14. Zróżnicowanie średnich wartości parametrów morfometrycznych w zależności 
od techniki barwienia w porównaniu z plemnikami nie barwionymi. 
Tabela 15.  Wartości indeksów kształtu w zależności od techniki barwienia. 
Tabela 16. Zróżnicowanie eliptyczności główki - wartości bezwzględne. 
Tabela 17. Zróżnicowanie wydłużenia główki - wartości bezwzględne. 
Tabela 18. Zróżnicowanie pofałdowania główki - wartości bezwzględne. 
Tabela 19. Zróżnicowanie regularności główki - wartości bezwzględne. 
Tabela 20. Zróżnicowanie średnich wartości indeksów kształtu w zależności od techniki 
barwienia w porównaniu z plemnikami niebarwionymi. 
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11. Spis wykresów 
 
Wykres 1. Procentowy udział prawidłowych plemników po zastosowaniu trzech technik 
barwienia.  
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12. Streszczenie 
 
 Ocena nasienia jest podstawowym narzędziem diagnostyki płodności, a morfologia  
i morfometria plemników jest ważnym parametrem w przewidywaniu płodności samców. 
Jednak rutynowo wykonywane badania podstawowych parametrów nasienia wydają się 
niewystarczające do określenia płodności. Większość wad plemnika ograniczających ich 
możliwość do zapłodnienia jest jednak skutkiem nieprawidłowości spermatogenezy. Są to 
więc zmiany o charakterze molekularnym, cytogenetycznym i epigenetycznym, związane  
z nieprawidłową organizacją chromatyny. Współcześnie tematyka rozrodu zwierząt jest coraz 
bardziej zdominowana przez zagadnienia związane z integralnością materiału genetycznego 
plemnika na poziomie chromatyny i DNA, a zakłócenia struktury nukleoproteinowej są 
traktowane, jako wyznaczniki wartości biologicznej plemników. Plemniki uważane są za 
prawidłowe, jeżeli mieszczą się w klasyfikacji dla konkretnego gatunku, obejmującej kształt  
i wielkość główki, wstawki i witki. W praktyce laboratoryjnej do prognozowania płodności 
samców stosuje się różne metody barwienia preparatów do oceny morfologii plemników. 
Dokładność oceny plemników zależy od staranności przygotowania preparatów, utrwalania  
i barwienia plemników, ponieważ ma to wpływ na morfometrię główki i całego plemnika. 
Wykorzystanie różnych technik barwienia w odniesieniu do określonego materiału lub typu 
analiz może wpłynąć na wynik liczby prawidłowych morfologicznie plemników  
i powodować rozbieżności dotyczące ich wymiarów, co może stanowić zasadniczy problem 
diagnostyczny. Fakt ten podnosi rangę wyboru techniki barwienia preparatu, ponieważ 
stosowana metoda powinna jak najmniej ingerować w barwione komórki jednocześnie 
identyfikując elementy strukturalne komórki. Duże znaczenie ma również dobór 
odpowiedniej techniki barwienia nasienia do gatunku zwierząt, ponieważ niektóre metody 
sprawdzając się w przypadku konkretnego gatunku, lecz nie nadają się do analizy innego. 
 Celem badań podjętych w tej pracy była ocena struktury chromatyny plemników oraz 
ocena wpływu zastosowanej techniki barwienia w ocenie parametrów morfologicznych  
i morfometrycznych plemników knurów inseminacyjnych. W niniejszej pracy podjęto próbę 
uzyskania odpowiedzi na dwa pytania: czy wiek knura wpływa na strukturę chromatyny 
plemnika i fragmentację plemnikowego DNA oraz czy zastosowana technika barwienia 
plemników wpływa na ich parametry morfometryczne.   
Materiał badawczy stanowiło nasienie pochodzące od 40 knurów inseminacyjnych  
w trzech grupach wiekowych: osobniki w wieku 7-10 miesięcy (zwierzęta młode, testowane 
jako knury inseminacyjne), osobniki w wieku 20-26 miesięcy (zwierzęta standardowo 
użytkowane jako knury inseminacyjne) oraz osobniki w wieku powyżej 36 miesięcy. Od 
każdego z knurów analizowano próbki 10 ejakulatów. Ocenę stabilności chromatyny i DNA 
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plemnika realizowano stosując trzy techniki barwienia (błękitem aniliny, chromomycyną A3  
i oranżem akrydyny). Wpływ techniki barwienia na morfometrie plemnika oceniano po 
zastosowaniu czterech technik barwienia (Papanicolaou, SpermBlue®, kompleks eozyna  
i barwnik gencjanowy oraz azotan srebra). Łącznie analizie poddano 80 preparatów 
mikroskopowych od każdego osobnika, co w efekcie końcowy pozwoliło na ocenę 252 
tysięcy plemników. 
Uzyskane wyniki pozwoliły na stwierdzenie, iż wiek knura ma istotny wpływ na 
stabilność DNA i strukturę chromatyny plemników, gdyż w grupie knurów najstarszych 
stwierdzono największy odsetek plemników z fragmentacją DNA, zaś w grupie knurów 
najmłodszych stwierdzono największy udział plemników z nieprawidłową retencją histonów  
i zaburzoną protaminacją. Otrzymane wyniki także potwierdziły iż zastosowana metoda 
barwienia ma istotny wpływ na wymiary główki plemnika knura. Zastosowanie barwienia 
Papanicolaou powoduje otrzymanie plemników o najmniejszych wymiarach 
morfometrycznych, zaś użycie barwienia azotanem srebra spowodowało istotne zwiększenie 
wymiarów plemnika w porównaniu z materiałem referencyjnym - plemnikami 
niebarwionymi. 
Podsumowując, techniki barwienia stosowane w ocenie struktury chromatyny powinny 
być stosowane jako rutynowe narzędzia w analizie morfologicznej i ocenie płodności samca. 
Zaleca się również kontynuację tego typu badań w celu ustalenia kryteriów oceny plemników 
dla poszczególnych gatunków zwierząt hodowlanych oraz opracowania optymalnej techniki 
barwienia dla konkretnego gatunku.  
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13. Summary 
 
 Semen evaluation is a basic tool for diagnosing male fertility, and sperm morphology and 
morphometry are important parameters in predicting fertility. However, routine tests of basic 
semen parameters seem to be insufficient to determine fertility. Most sperm defects that limit 
fertilization capacity are the result of anomalies in spermatogenesis. These are molecular, 
cytogenetic and epigenetic changes associated with abnormal chromatin organization. The 
subject of animal reproduction is becoming increasingly dominated by questions related to the 
integrity of the genetic material of sperm at the level of chromatin and DNA, and disturbances 
in the nucleoprotein structure are treated as determinants of the biological value of 
spermatozoa. Sperm cells are considered to be normal if they fall within the classification for 
a specific species, including the shape and size of the head, midpiece and tail. In laboratory 
practice, a variety of staining methods for evaluation of sperm morphology are used to predict 
male fertility. The accuracy of the sperm assessment depends on the care taken in preparing 
slides and in the fixation and staining of sperm, because this affects the morphometry of the 
head and the entire spermatozoon. The use of different staining techniques for a specific 
material or type of analysis may affect the number of morphologically normal sperm and lead 
to discrepancies in their dimensions, which can be a serious problem in diagnostics. This 
increases the importance of the choice of staining technique; the method used should interfere 
as little as possible with the stained cells while at the same time distinguishing the structural 
elements of the cell. It is also important to choose an appropriate staining technique for the 
sperm of a given animal species, because some methods work well in one species, but are not 
suitable for analysis of a different species. 
 The aim of the research undertaken in this work was to assess the structure of sperm 
chromatin and the effect of the staining technique used to evaluate the morphological and 
morphometric parameters of the sperm of boars used for artificial insemination. The study 
attempts to answer two questions: whether the age of the boar affects sperm chromatin 
structure and fragmentation of sperm DNA, and whether the sperm staining technique affects 
their morphometric parameters. 
The research material consisted of semen from 40 boars used for artificial insemination, in 
three age groups: 7-10 months (young animals, tested as boars for artificial insemination),  
20-26 months (animals used for artificial insemination) and over 36 months. Ten ejaculate 
samples from each boar were analysed. The chromatin and DNA stability of the sperm was 
evaluated three staining techniques (aniline blue, chromomycin A3 and acridine orange). The 
effect of the staining technique on sperm morphometry was evaluated following the use of 
four staining techniques (Papanicolaou, SpermBlue®, eosin and gentian complex, and silver 
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nitrate). In total, 80 microscope specimens were analysed from each individual, enabling 
evaluation of 252,000 sperm cells. 
The results indicated that the age of the boar has a significant influence on the DNA 
stability and chromatin structure of the sperm, because the percentage of spermatozoa with 
DNA fragmentation was highest in the oldest group of boars, while the youngest group of 
boars had the highest proportion of sperm cells with abnormal histone retention and 
protamination. The results also confirmed that the staining method used has a significant 
effect on the head dimensions of boar sperm. The use of Papanicolaou staining results in 
sperm with the smallest morphometric dimensions, while silver nitrate staining significantly 
increased sperm dimensions in comparison with the reference material, i.e. unstained sperm. 
In summary, staining techniques used to evaluate chromatin structure should be used as  
a routine tool in morphological analysis and assessment of male fertility. This type of research 
should be continued in order to establish sperm evaluation criteria for particular livestock 
species and to develop an optimal staining technique for a given species. 
 
